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Fytobioremediace polycyklickych aromatickych
uhlovodiki pfitomnych v pidé a v odpadnich materialech

Souhrn

Tato prace se zabyva wvyuzitim fytoremediacnich a mykoremediaénich metod
k odstranéni polycyklickych aromatickych uhlovodikd (PAU) z pad. Nové metody vyuZivaji
synergického vztahu vice druhd organism( za ucelem zvysSeni ucinnosti jejich schopnosti
degradace. Hlavnimi cili bylo ovéreni ucinnosti degradace PAU pomoci téchto metod a uréeni
nejefektivnéjsi metody odstranéni PAU z pud.

K vytvoreni jednotlivych bioremediacnich metod bylo vyuZito rostlin kukufice seté (Zea
mays L.) a mycelia hlivy Ustfiéné (Pleurotus ostreatus (Jacqg.) P. Kumm., kmen HK35), které
simulovaly fytoremediaci, mykoremediaci a fytobioremediaci (kombinovanou metodu
vyuzivajici rostlin i mikroorganismd v padé). Kontrolni variantou byly vzorky pld bez
pfidaného houbového substratu a rostlin, které slouZily jako ukazatel pfirozené atenuace
v nesterilizovanych pladach. Do pld byly PAU dodany ve formé popela ze spalovani biomasy,
pricemz do kazdé varianty s pfimési popela bylo pfidano 52,7 g (1 % hm). Houbové mycelium
bylo pfedpéstovano v dubovych pilinach a nasledné pridano 400 g (8 % hm.) do vybranych
variant pud na zacatku pokusu. Pady byly dikladné homogenizovany a polovina variant byla
oseta semeny kukufice seté. Délka pokusu byla pfizplisobena vegetacnimu obdobi kukuftic
v daném roce a trvala 100 dnl. Pomoci GC/MS bylo sledovano 16 prioritnich PAU dle US EPA.
Obsah 16 PAU se v jednotlivych variantach lisil, a proto bylo potfeba v rdmci pokusu stanovit
obsah téchto latek na zacatku pokusu v ¢ase To a na konci v ¢ase T1i0o. Soucasti vyzkumu byla
také analyza 2 skupin enzym, podilejicich se na degradaci PAU (ligninolytické enzymy a
hydrolytické enzymy).

Grafickym a statistickym vyhodnocenim vysledk( se potvrdil predpoklad nejvyssiho
ucinku degradace PAU metodou fytobioremediace. Celkem bylo touto metodou odstranéno
25 % sledovanych PAU, coi je pfiblizné o 10 % vice ne? u fytoremediace. U¢innost pfirozené
atenuace (7,4 %) a mykoremediace (8,7 %) byla vyrazné nizsi. Nejvice byly degradovany
jednodussi PAU. Zaroven se osvédcilo vyuZiti kukufice seté jako fytoremediaéni rostliny.
Degradacni schopnost houbového mycelia nevykazovala takového ucinku, lze se vsak
domnivat, Ze byla ur¢itym zplsobem inhibovana, jelikoZz v kombinaci s rostlinami vyznamné
prispéla ke zvyseni celkové degradace. Vyuziti metody v praxi by bylo mozné, zalezi vSak na
mnoha faktorech, zvlasté pak na podminkach prostiredi a celkové kontaminaci dané lokality.

Klicova slova: Polycyklické aromatické uhlovodiky; Kontaminace; Bioremediace;

Fytoremediace; Mykoremediace; Biodegradace



Phytobioremediation of Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons Present in Soil and in Waste Materials

Summary

The subject of this work is the use of phytoremediation and mycoremediation methods
to remove polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) from soils. The new methods use the
synergistic relationship of multiple species of organisms to increase the effectiveness of their
ability to degrade. The main objectives were to verify the effectiveness of PAH degradation by
these methods and to determine the most effective method that removes PAHs from soils.

Maize plants (Zea mays L.) and a mycelium of oyster mushrooms (Pleurotus ostreatus
(Jacq.) P. Kumm., strain HK35) were used to create individual bioremediation methods that
simulated phytoremediation, mycoremediation and phytobioremediation (combined method
using plants and microorganisms in the soil). The control variant was soil samples without
added fungal substrate and plants. These samples served as an indicator of natural
attenuation in unsterilized soils. PAHs were added to the soils in the form of ash from biomass
combustion. An amount of 52.7 g (1 % W/W) was added to each variant with an ash admixture.
The fungal mycelium was cultivated in oak sawdust and then 400 g (8 % W/W) was added to
selected soil variants at the beginning of the experiment. The soils were thoroughly
homogenized and half of the variants were sown by corn seeds. The duration of the
experiment was adapted to the growing season of maize in the year and lasted for 100 days.
16 priority PAHs according to the US EPA were monitored by GC/MS. The content of 16 PAHs
was differed in individual variants. It was necessary to determine the content of these
substances at the beginning of the experiment at time To and at the end at time Ti00. The
research also included the analysis of 2 groups of enzymes involved in the degradation of PAHs
(ligninolytic enzymes and hydrolytic enzymes).

Graphical and statistical evaluation of the results confirmed the assumption of the
highest effect of PAHs degradation by phytobioremediation. In total, 25 % of monitored PAHs
were removed by this method which is approximately 10 % more than in phytoremediation.
The effectiveness of natural attenuation (7.4 %) and mycoremediation (8.7 %) was significantly
lower. Simpler PAHs were degraded the most. The use of maize as a phytoremediation plant
has also proved successful. The degradability of the fungal substrate was not so effective.
However, it is possible that it was inhibited in some way because it significantly contributed
to the increase of overall degradation in combination with plants. The use of this method in
practice would be possible, but it depends on many factors, especially on the environmental
conditions and the overall contamination of the site.

Keywords: Polycyclic aromatic  hydrocarbons;  Contamination;  Bioremediation;
Phytoremediation; Mycoremediation; Biodegradation
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1 Uvod

Kontaminace pad znecistujicimi latkami je dlouhodoby proces, jejiz rapidni narlst
pfiSel aZ srozvojem pramyslu v dasledku lidské cinnosti. Pfikladem je korelace mezi
vyuzivanim uhli a intenzitou znecisténi. Ze studie sedimentl byl zjiStén zvySeny obsah
znecistujicich latek (véetné PAU) v evropskych zemich béhem prdmyslové revoluce, zatimco
v letech 1950 aZ 1960 doslo v dlisledku omezeni vyuzivani uhli v prdmyslu k poklesu obsahu
uvedenych polutantl v sedimentech. Vzhledem k rozvoji analytickych metod a pfistroju je tato
problematika reSena teprve pomérné kratké obdobi (Vacha 2019).

Hlavnim problémem PAU je pfevaziné jejich negativni dopad na zdravi lidi a Zivocich(.
Nedokonalym spalovdnim dochazi k uvolfiovani téchto latek do Zivotniho prostredi a vlivem
lidské ¢innosti celkovy obsah téchto latek v prostredi stdle stoupd. Vstupem do potravniho
fetézce se stavaji nebezpecnymi pro vSechny organismy a u clovéka vyvolavaji rlizna
onemocnéni, jako jsou mutagenita nebo karcinogenita. Ztoho dlivodu US EPA vytvorila
seznam 16 prioritnich PAU, které by mély byt vice sledovany a zZivotniho prostredi
odstranovany (Samanta et al. 2002).

Statni zdravotni Ustav Praha analyzoval obsah téchto 16 PAU v padach détskych hrist
po celé CR, kterd poukazuji na situaci jednotlivych lokalit. Nejvys$si kontaminace pdd byly
zjistény v Ostravé, zvyseny obsah byl ale zaznamenan i na jinych mistech po celé CR (Zimova
et al. 2006). To znaci, Ze vyskyt PAU je vSudypfitomny a vzdalenost od zdroje pouze urcuje
miru kontaminace jednotlivych lokalit.

Vybér vhodné metody k odstranéni kontaminant( z Zivotniho prostredi zavisi na
mnoha faktorech a pro kazdy typ znecisténi nebo lokalitu mohou byt odlisSné. Bioremediace
jsou pomérné efektivni, Setrné kZivotnimu prostfedi a levnéjsi v porovnani s jinymi
remediaénimi metodami, a proto se stavaji preferovanou volbou pro ¢isténi kontaminované
pady (Wu et al. 2008). Mnoho studii s cilem zjiSténi schopnosti a ucinnosti degradace PAU
raznymi druhy rostlin a mikroorganismud v pGdach bylo jiz provedeno. Mezi velmi ucinné
organismy spadaji pravé houby bilé hniloby a jejich lignin degradujici systém, ktery je schopny
degradovat Sirokou Skalu PAU (Boyle et al. 1998). Nové metody naznacuji lepsi efektivité
odstrafiovani PAU z pGd vyuZitim vice druhl organismu. Klicova je stimulace aktivity
mikroorganismu nebo rostlin a zvySena produkce enzymu, podilejicich se na degradaci (Macek
et al. 2000). Vyuziti rostlin kukufice seté (Zea mays L.) spolecné s myceliem hlivy Ustfi¢né
(Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm., kmen HK35) by proto mohlo vést k velmi intenzivni
degradaci velké skaly PAU. Schopnost téchto 2 organismU degradovat PAU byla jiz ovérena
v predchozich vyzkumech (Kosnar et al. 2019). Aplikovatelnost v redlnych podminkach
prirozeného prostredi vsak nikoli. Tento experiment byl proto nastaven tak, aby co nejlépe
odpovidal prirozenému prostredi véetné popelu jako kontaminujici slozky ptd a kukurice jako
zakladni plodiny intenzivné péstované v sou¢asném zemédélstvi.



2 Védecké hypotézy a cile prace

Hypotézy experimentalni prace:

1) Predpokladame, Ze pti aplikaci popele obsahujiciho PAU do pldy oseté kukufici setou (Zea
mays L.) se kontaminace témito latkami v prlibéhu ¢asu bude snizovat.

2) Predpokladame, Ze pfi aplikaci popele obsahujictho PAU do pUdy a pfidanim
mykoremediacnich substratl obsahujicich hlivu astficnou (Pleurotus ostreatus (Jacq.) P.

Kumm., kmen HK35) se kontaminace témito latkami v pribéhu ¢asu bude sniZovat.

3) Ocekavame, Ze nejvyssi ucinnost degradace PAU v pldach kontaminovanych popelem bude
u variant s pritomnosti jak rostlin kukufrice seté (Zea mays L.), tak mykoremediacnich substrat(
obsahujicich hlivu Ustfi¢nou (Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm., kmen HK35).

4) Ocekdvame pritomnost PAU v kofenech rostlin a nadzemni biomase kukuftice seté (Zea
mays L.) v dUsledku extrakce téchto latek z pld.

Cile experimentalni prace:

1) Zjistit zmény obsahu PAU v plidé po aplikaci popela v pfitomnosti rostlin kukufice seté (Zea
mays L.).
2) Zjistit zmény obsahu PAU v pudé po aplikaci popela a mykoremediacnich substratt

obsahujicich hlivu Ustti¢nou (Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm., kmen HK35).

3) Zjistit zmény obsahu PAU v puadé po aplikaci popela a mykoremediacnich substratd
obsahujicich hlivu ustfiénou (Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm., kmen HK35) v pfitomnosti
rostlin kukurice seté (Zea mays L.).

4) Stanovit obsah PAU v rostlindch kukufice seté (Zea mays L.) po jejich extrakci z pady.



3 Charakteristika, vlastnosti a rozdéleni polycyklickych
aromatickych uhlovodiku

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) jsou organické latky, obsahujici 2 a vice
cyklickych sloucenin benzenu s aromatickymi jadry, které jsou vzdjemné propojené atomy
uhliku (Shen 2016). Mezi obecnou charakteristiku vSech PAU je moZné zaradit jejich nizkou
rozpustnost ve vodé, nizkou tenzi par a lipofilni charakter (Connell 1997). Se zvySujici se
molekulovou hmotnosti se sniZuje tenze par, tékavost, Henryho konstanta a rozpustnost ve
vodé, avsak i pro PAU se dvéma cykly ve slouceniné je rozpustnost ve vodé velmi nizka (viz
tabulka 1) (Connell 1997; Shen 2016). Henryho konstanta vyjadiuje pomér parcialniho tlaku
slouceniny ve vzduchu ku koncentraci slouc¢eniny ve vodé pfi dané teploté. Tato konstanta je
nazyvana také jako rozdélovaci koeficient vzduch-voda (Katyal & Morrison 2007). Pouziva se
jako indikator potencidlu volatilizace jednotlivych latek (ATSDR 1995). Se zvysujici se
molekulovou hmotnosti dochazi také ke zvyseni jejich bodu tani a varu, pficemz pro naftalen
zatimco pro koronen jsou naopak nejvyssi (Connell 1997). Problematicka je jejich perzistence
v Zivotnim prostredi, kterd se s rostouci molekulovou hmotnosti zvySuje (Connell 1997; Shen
2016). Z téchto vlastnosti vyplyvd, ze PAU s vys$si molekulovou hmotnosti jsou nachylnéjsi
Kow) se pro PAU pohybuje v rozmezi mezi 3,36 az cca 6,90 (Connell 1997). Zakladni rozdéleni
vSech PAU je podle poctu cyklickych slouéenin v molekule na latky s nizkou molekulovou
hmotnosti (2 aZ 3 cyklické slouceniny), stfedni molekulovou hmotnosti (4 cyklické slouceniny)
a latky s vysokou molekulovou hmotnosti (5 az 6 cyklickych sloucenin v molekule) (Riaz et al.
2019).

Problematické se stavaji PAU také z divodu jejich schopnosti pfenosu na dlouhé
vzdalenosti, kdy dochazi ke kontaminaci oblasti vzdalenych od samotného zdroje znecisténi.
Transport PAU je ovlivnén mnoha faktory a jejich Sifeni je omezovano fotochemickou
degradaci nejéastéji s volnymi radikaly NO2* nebo OH*® v ovzdusi, suchou a mokrou depozici
nebo s produkty rozpadu plynnych ¢éastic. Bézna je také vymeéna latek mezi povrchem a
ovzdusim, ktera je dllezita jak z hlediska transportu, tak i z hlediska osudu PAU v jednotlivych
slozkach Zivotniho prostredi, véetné pldy a vody (Shen 2016).

3.1 Popis vybranych sloucenin

Mezi nejvyznamnéjsi PAU, patficich do skupiny tzv. ,prioritnich znecistujicich latek”
podle US EPA (United States Environmental Protection Agency), patfi téchto 16 latek:
acenaftylen, acenaften, antracen, benz[a]antracen, benzo[b]fluoranthen,
benzo[k]fluoranthen, benzo[g,h,i]perylen, benzo[a]pyren, chrysen, dibenz[a,h]antracen,
fluoren, fluoranthen, indeno[1,2,3-cd]pyren, naftalen, fenantren, pyren. Pro tyto latky jsou
vytvorené presné analytické testovaci metody a jejich obsah v prostfedi je regulovdn
legislativou (US EPA 2014). Vzhledem k odliSné struktufe molekul nejsou vlastnosti a chovani
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v prostfedi jednotlivych PAU stejné, pro slouceniny s podobnou strukturou a molekulovou
hmotnosti jsou ale velmi podobné (Shen 2016). Zakladni vlastnosti vSech 16 PAU dle US EPA
jsou uvedené v tabulce 1 a jejich molekularni struktura je znazornéna na obrazku 1.

Tabulka 1. Zakladni chemicko-fyzikalni vlastnosti PAU ze skupiny prioritnich znecistujicich
latek dle US EPA (ATSDR 1995; Shen 2016)

PAU ZK Bl MH S BV BT R T H II<Z§/
Naftalen NA 2 12818 N 209 80 31,5  1,1.10' 43,0 3,37
Acenaftylen ACE 2 152,20 N 290 124 3,93  8910! 11,55 4,00
Acenaften AC 2 15420 N 252 108 3,93 2,910 240 3,92
Fluoren  FL 2 16623 N 276 119 1,98 80102 850 4,18
Fenantren FE 3 17824 N 326 136 1,15 25102 40 4,57
Antracen AN 3 17824 N 326 136 0,075 11103 60 4,54
Fluoranthen FLU 3 202,26 S 369 166 0206  1,1-10° 0,659 5,22

Pyren PY 4 20226 S 369 166 0,132 5510% 1,10 5,18
aii'::z]n BaA 4 22830 V 400 177 0,009 1,510° 0,102 5,91
Chrysen CH 4 22830 V 400 177 0,002 61107 0,106 5,86
ﬂss:‘::t[:ln BbF 4 25232 V 461 209 0,002 21105 0,054 580
Benzo[k]

BKF 4 252,32 V 430 194 0,0008 1,3-107 0,111 6,00
fluoranthen

Benzolal  pp 5 25232 v 461 209 0004 75107 0,009 6,04
pyren
Indeno[1,23- 5 ;7634 v 498 233 00005 1010° - 650
cd]pyren
Dibenzlahl 5 57836 v 487 218 00006 4310 0007 675
antracen
Benzolg,h,i] -10
BP 6 27634 V 467 218 0,0003 1,410 0,001 6,50
perylen

ZK — zkratka/ BJ - pocet benzenovych jader/ MH — relativni molekulové hmotnost/ S - skupina dle MH
a poctu cyklii ve slouc¢eniné (N = nizko, S = stfedné a V = vysokomolekuldrni)/ BV - bod varu (°C)/ BT -
bod tdni (°C)/ R - rozpustnost ve vodé pri 25°C (mg/l)/ T - tenze par pri 25°C (Pa)/ H - Henryho konstanta
(Pa-m3/mol)
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Obrazek 1. Molekularni struktura PAU ze skupiny prioritnich znecistujicich latek dle US EPA
(Yan et al. 2004).

3.2 Zdroje, zpusoby vzniku a formy vyskytu v Zivotnim prostiedi

Vyskyt PAU v Zivotnim prostiedi je v soucasné dobé vSudypritomny (Yan et al. 2004).
Do prostredi se uvoliuji v disledku nedokonalého spalovani organickych materidld. Zdroje
PAU je mozné rozdélit na pyrogenni, petrogenni nebo biologické. Dale jsou rozdélovany na
zdroje pfirozeného nebo antropogenniho pldvodu. Mezi hlavni pfirozené zdroje patfi lesni
pozary a sopecna aktivita, do prostredi se ale mohou dostavat také v disledku pfirozeného
prosakovani ropnych latek, erozi sedimentarnich hornin obsahujicich ropné uhlovodiky,
mohou byt také syntetizovany uréitymi rostlinami a bakteriemi nebo jsou uvolfiovany béhem
degradace rostlinné hmoty. Z antropogennich zdroji sem spada koureni, spalovani fosilnich
paliv v dopravé, lokalni topenisté, primysl, uniky ropnych produktli ze zdsobnikli nebo
splaskové kaly a dalsi odpadni materialy (Abdel-Shafy & Mansour 2016). Primyslové Cinnosti,
podilejici se na vzniku PAU jsou: vyroba elektrické a tepelné energie, zpracovani kovu,
krakovani, vyroba koksu, asfaltu, pigment(, barviv, plastl, pesticidd, IéCiv, pryskytic a
ochrannych prostredkd na dievo (Connell 1997; Abdel-Shafy & Mansour 2016; Shen 2016). Do
prostiedi se také dostavaji spalovanim biologickych odpadl, zemédélskou cinnosti nebo
v dUsledku odlesriovani spalovanim organickych zbytk( po tézbé dreva (Shen 2016). Koureni
cigaret neni az takovym producentem téchto latek oproti ostatnim ¢innostem, jeho vyznam je
dllezity prevainé z hlediska expozice lidskému organismu (Connell 1997). Spalovanim
organickych materiall (napf. spalovani dieva) za nizkych teplot (pfiblizné do 500 °C) dochazi
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obvykle ke vzniku PAU s nizkou molekulovou hmotnosti, zatimco procesy probihajici za
vysokych teplot, jako je spalovani paliv v motorech, uvoliuji do ovzdusi PAU s vyssi
molekulovou hmotnosti (Tobiszewski & Namiesnik 2012). Odhady celosvétové celkové emise
16 zakladnich PAU do ovzdusi jsou 60,5 % ze spalovani biomasy v lokdlnich topenistich a
pramyslu, 13,6 % ze spalovani zemédélského odpadu, odlesfiovani a pozartia 12,8 % z provozu
motorovych vozidel (Holme et al. 2019). Vyvoj v poslednich 30 letech ukazuje zvySovani
koncentrace PAU v pUdach a vzhledem ke stale zvySujicim se emisim z antropogennich
Cinnosti je predpokladem pro dalsi roky narlst obsahu téchto latek v Zivotnim prostredi
(Kuppusamy et al. 2017).

Nedokonalé spalovani organickych material(i (prevazné fosilnich paliv) vede k tvorbé
PAU vice zplUsoby. BEhem samotného spalovani dochazi ke vzniku riznych typl PAU, pficemz
mohou byt uvolfovany bud v nezménéné formé nebo transformovany pomoci dalSich latek,
vyskytujicich se v prostfedi. BEhem transformace dochazi vlivem vysokych teplot k pretrhani
vazeb s uhlikem a vzniklé volné radikaly ddle reaguji v prostfedi s dalSimi latkami. V prostfedi
s dostatecnym mnozstvim kysliku by z téchto radikalt vznikaly CO; a Ha, avSak vzhledem ke
skutecnosti, Ze v pfirozeném prostredi kyslik neni rovnomérné rozprostfen, nehledé na jeho
mnozstvi, dochdzi za téchto podminek k tvorbé jinych sloucenin s fragmenty, volné se zde
vyskytujicimi. Ochlazovanim takto vzniklych smési se jednotlivé latky stavaji vice komplexnimi,
coz mnohdy vede pravé ke vzniku PAU (Connell 1997). Zakladnim principem transformace a
vzniku sloZitéjsSich sloucenin je pfenos atomuU vodiku a navazani acetylend na stdvajici
slouceninu. V prvotni fazi transformace dochazi k odtrZzeni atomu vodiku z uhlovodikového
fetézce jednodussiho PAU. Na volnou vazbu se vaze acetylen, ktery pfijima volny atom vodiku.
Vazba acetylenu probihd i na dalSich atomech uhliku v fetézci PAU. Nasledné probiha rotace
PAU a volného atomu vodiku, ktery je ze slou€eniny eliminovan (Liu et al. 2019). Pfirozenou
reakci vSech latek vstupujicich do prostredi je tvorba jejich stabilnéjsich forem. PAU maji tudiz
tendenci se v prostiedi vyskytovat ve formé konjugovanych benzenovych jader. MnozZstvi
vznikajicich PAU zalezi na mnoha faktorech, jako je teplota spalovani nebo chemické slozeni
spalovaného organického materidlu. Na druhou stranu jejich vysoka schopnost absorpce UV a
viditeIného zafeni mulze témto sloucenindm dodavat dostatek energie umoZiujici
transformaci a chemickou modifikaci, coz by vedlo ke sniZeni jejich stability v prostfedi
(Connell 1997). Vzhledem k nizké tenzi par PAU jsou tyto latky v ovzdusi pfitomné jak v plynné,
tak i v pevné krystalické formé nebo adsorbované na pevné castice (Shen 2016). Tyto
organické latky jsou obvyklou soucasti partikularnich ¢astic spadajicich do skupiny ozna¢ované
jako PM3 5. Jejich mnozstvi zaleZi pfevazné na zdroji, ktery v tomto pfipadé zastupuji prevainé
vyfukové plyny ze spalovani nafty. Castice ze spalovani nafty jsou z 20 a7 40 % z celkové
hmotnosti tvoreny organickymi slozkami, jako jsou napt. n-alkany. Z organickych latek
vazanych na partikularni ¢astice jsou nejznaméjsi pravé PAU. Tendence vazat se na pevné
Castice maji spiSe stfedné a vysokomolekularni PAU se 4 a vice cykly ve slouceniné, zatimco
nizkomolekuldrni PAU se v ovzdusi vyskytuji pfevazné v plynné fazi. Zastoupeni PAU v ovzdusi
je ale dano vice faktory, jako jsou typ paliva, zatizeni motoru, technologie spalovani nebo
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teplota prostredi. V zimnim obdobi tudiz dochazi k vyrazné vyssi vazbé PAU na pevné Castice
nez v obdobi letnim (Holme et al. 2019). Zda se budou PAU vazat na pevné cCastice nebo budou
v atmosfére pritomné v plynné fazi zalezi také na celkové koncentraci PMys v prostiedi
(Tobiszewski & Namiesnik 2012).

K posuzovani a hodnoceni zdvaZnosti kontaminaci na lokalitdch CR jsou stanoveny
indikatory znecisténi zemin (tabulka 2), podzemni vody a puddniho vzduchu. Hodnoty jsou
odvozené od monitorovani PAU v puadnim prostredi dle US EPA, které urcuji koncentrace
raznych chemickych latek v jednotlivych sloZkach Zivotniho prosttedi, jejichz pfekroceni by si
mélo vyzadat dalsi prlzkum ¢i odstranéni kontaminace. Hodnoty odpovidaji mite prijatelného
nekarcinogenniho rizika kvocientu nebezpecnosti HQ (z anglictiny , Hazard Quotient) =1 a
zvySenému celoZivotnimu riziku vzniku rakoviny ELCR (z angli¢tiny , Excess Lifetime Cancer”
Risk) = 1-10° (MZP 2014). HQ udava pomér potencialni expozice dané latce a Grovné, pfi které
se neocekavaji Zadné nepfiznivé Ucinky. Pokud je HQ < 1, neocekavaji se v disledku expozice
zadné nepfiznivé ucinky na zdravi, HQ = 1 a vice znac¢i moznost vyskytu nepfiznivych ucinkl na
zdravi (US EPA 2011). ELCR predstavuje riziko umrti na rakovinu nad ,pfirozené” zakladni
riziko, které je vysledkem celoZivotniho vystaveni karcinogenlm (Freni 1987). Indikatory
znecisténi se vyuzivaji pro indikaci znecisténi chemickymi latkami, pro indikaci mist bez
zavazného znecisténi, k vybéru prioritnich Skodlivin béhem analyzy rizik, k posuzovani
intenzity znecisténi nebo jako docasny sanacni limit pti havarijnich situaci, kdy hrozi nebezpeci
z prodleni. Indikatory znecisténi ale nejsou sanacni limity. Ty se stanovuji posouzenim rizik,
specifickych pro danou lokalitu (MZP 2014).

Tabulka 2. Pfehled hodnot indikatorG znegisténi zemin (MZP 2014).

PAU PVU (mg.kg* susiny) OP (mg.kg* susiny)
Acenaften 33 000 3400
Antracen 170 000 17 000
Benzo[a]antracen 2,1 0,15
Benzo[a]pyren 0,21 0,015
Benzo[b]fluoranthen 2,1 0,15
Benzo[k]fluoranthen 21 1,5
Dibenzo[a,h]antracen 0,21 0,015
Fluoren 22 000 2 300
Fluoranthen 22 000 2 300
Chrysen 210 15
Indeno[1,2,3-cd]pyren 2,1 0,15
Naftalen 18 3,6
Pyren 17 000 1700

PVU - priimyslové vyuZivand uzemi/ OP — ostatni plochy
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3.3 Akumulace v ptidach, sedimentech a jinych odpadnich materialech

Vstup PAU do pldniho prostredi probihd bud pfimo ze zdroje nebo pomoci
atmosférické depozice (Riaz et al. 2019). Atmosférickd depozice je hlavni zpUsob vstupu PAU
do pud (Tobiszewski & Namiesnik 2012). V atmosfére dochazi k jejich vazbé na rizné c¢astice
a pomoci suché, a predevsim mokré depozice se dostdvaji do ptidy nebo vody. Celkovy obsah
PAU, vstupujicich do pGd vdasledku atmosférické depozice, je wvyrazné ovlivnén
atmosférickymi procesy. Diky nim se kontaminanty mohou prendaset do odlehlych ¢asti krajiny
a v zavislosti na meteorologickych podminkach se zde ukladat. Vlivem emise, eroze pud a
dalSich ¢innosti se pak PAU dostdvaji do vodnich nadrzi, kde dochazi k jejich ukladani
v sedimentech (Riaz et al. 2019). Akumulace PAU v sedimentech je zavisld na sloZeni
sedimentu, velikosti zrn nebo obsahu organické hmoty. Ptikladem ptfimého vstupu PAU do
vodniho prostredi jsou odpadni vody z petrochemického pramyslu, zatimco PAU pyrogenniho
plvodu jsou emitovany do ovzdusi a teprve odtud ukladany do dalSich slozek Zivotniho
prostiedi (Tobiszewski & Namiesnik 2012). Pro PAU s nizkou molekulovou hmotnosti je
typické jejich mozny vyskyt v plynné formé, tudiz se mohou naopak z ptdy uvolfiovat do
ovzdusi. Na rozdil od atmosféry ale dochazi v piddach a sedimentech k jejich akumulaci a stavaji
se tak konec¢nou slozkou Zivotniho prostfedi pro ukladani téchto latek (Riaz et al. 2019).

Celkovy obsah PAU v zemédélskych ptidach CR je regulovan limitnimi hodnotami
danymi legislativou viz tabulka 3. Vyhlaska ¢. 153/2016 Sb. o stanoveni podrobnosti ochrany
kvality zemédélské pldy a o zméné vyhlasky ¢. 13/1994 Sb., kterou se upravuji nékteré
podrobnosti ochrany zemédélského pldniho fondu uvadi preventivni a indika¢ni hodnoty
celkové sumy vybranych PAU a samostatné celkovy obsah pro benzo[a]pyren. P¥i pfekroceni
indika¢nich hodnot rizikovych latek mize byt ohrozeno zdravi lidi a zvifat.

Tabulka 3. Limitni obsahy PAU v zemédélskych ptadach dle vyhlasky ¢. 153/2016 Sb.

Latka Preventivni hodnota Indikacni hodnota
IPAU 1,0 mg.kg* susiny 30,0 mg.kg*susiny
Benzo[a]pyren - 0,5 mg.kg*susiny

2PAU - antracen, benzo[a]antracen, benzo[b]fluoranthen, benzo[k]fluoranthen, benzo[a]pyren,
benzo[g,h,i]perylen, fenantren, fluoranthen, chrysen, indeno[1,2,3-cd]pyren, naftalen, pyren

V zavislosti na obsahu PAU v pudach jsou pudy oznaCovdny jako neznecisténé
(koncentrace < 0,6 mg.kg™), mirné znecisténé (0,6 az 1 mg.kg™t), znedisténé (1 az 5 mg.kg™),
silné znedisténé (5 aZz 10 mg.kg™) a velmi silné znedisténé (koncentrace > 10 mg.kg™)

(Kuppusamy et al. 2017).

Popel ze spalovani biomasy

Ackoli nepatfi spalovani biomasy v celosvétovém méritku mezi primarnimi zdroje
energie, jeji vyuZziti neustdle roste. Z environmentalniho hlediska se jednd o bioenergii
ziskanou z obnovitelnych zdroju, je ale dllezité sledovat také vznikajici odpadni produkty,
vCetné popela (Masto et al. 2015). Popeloviny tvofi ptiblizné 5 % z celkové hmotnosti rostlinné
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biomasy (Hynst et al. 2016). Pravé popel ze spalovani biomasy muZze predstavovat hrozbu pro
Zivotni prostredi, a to z divodu pfitomnosti potencialné toxickych prvkd a PAU (Masto et al.
2015).

Nejdllezitéjsimi faktory, ovliviujicimi vznik znecistujicich latek v zafizenich, uréenych
ke spalovani biomasy, jsou provozni podminky kotle a typ spalovaného materidlu (Masto et
al. 2015). Popel je mozné rozdélit na roStovy a uletovy, jejich vlastnosti jsou odlisné a zavisi
nejen na typu biomasy a podminkach spalovani, ale také na rdstovych podminkach, stari
rostliny a obsahu vody v biomase, pouzitych hnojivech a pesticidd béhem péstovani, doby a
techniky sklizné, znecisténi, skladovani atd. Vznik PAU probihd sekundarnimi reakcemi béhem
pyrolyzy a za neuplného spalovani pfi teplotdch nad 400 °C, kdy dochazi k aromatizaci
uhlikatych sloucenin (Ochecova et al. 2014). Mezi hlavni PAU emitované timto zplsobem patii
antracen, fluoranthen, pyren, benzo[alanthracene a chrysen. Zatimco jednodussi latky jsou
emitovany v plynné fazi, slozitéjsi latky s vys$si molekulovou hmotnosti se stavaji soucasti
popelu. Celkovy obsah PAU je vyznamné ovlivnén také mnoistvim nespaleného uhliku
v popelu v dusledku nedokonalého spalovani. Redukce celkového obsahu uhliku, a tudiz i
snizeni obsahu PAU v popelu, je mozné docilit opétovnym spalovanim pfti teplotach vyssich
nez 550 °C nebo nastavenim pocatecnich provoznich podminek spalovani na tyto teploty
(Masto et al. 2015). Obecné je vyssi vyskyt PAU v popelu s obsahem spalitelné susiny > 6 %.
PFicinou muzZe byt sorpce téchto latek v porovité strukture nespdlené organické hmoty (Hynst
et al. 2016).

Vzhledem kvysokému obsahu Zivin, zdsaditému charakteru, schopnosti snizeni
mobility a biologické dostupnosti rizikovych prvkd v pldach, podpore aktivity
mikroorganismu, zlepSeni celkové textury, aerace a vodni kapacity pdd je moiné popel
s nizkym obsahem PAU vyuzivat v zemédélstvi jako hnojivo (Ochecova et al. 2014; Masto et
al. 2015). Popel pfidavany do hnojiv v CR pochazi pouze ze spalovani dieva a slamy. Hlavnimi
slozkami tohoto popelu jsou oxidy a karbonaty drasliku a vapniku, v mensi mife pak fosfor a
hotcik, které se zde mohou vyskytovat jak v rozpustné, tak nerozpustné formé (Hynst et al.
2016). Ve vodé rozpustné frakce tvori vyznamny podil a mohou dosahovat az 61 % z celkového
obsahu popelu (Ochecova et al. 2014). Vzhledem k emisim NOx béhem spalovani je popel
pomérné chudy na dusik. Vysokd koncentrace kationtl vytvari zdsadité pH v rozmezi 10-12
(Hynst et al. 2016). Hodnota pH klesa s rostouci teplotou spalovani a v pribéhu ¢asu od vzniku
popelu (Masto et al. 2015). Spalitelnd organickd hmota tvofi 2 az 10 % z celkové hmotnosti
popelu v zavislosti na procesu spalovani (Hynst et al. 2016). Obsah popelovin je pro jednotliva
paliva odlisSny. Pomérné malé mnozZstvi obsahuje dievo (0,3 az 1 %), vice popelovin obsahuje
klra, slama nebo travy a nékteré materidly, jako napf. ryZzové slupky, obsahuji az 40 %
(Ochecova et al. 2014). Z anorganickych latek je kromé minerdlnich Zivin vyznamnou soucasti
mnoho stopovych prvkl, které mohou byt nezbytné nebo pusobit toxicky pro organismy
(Hynst et al. 2016).

Obsah PAU v hnojivech, pomocnych pudnich latkach, pomocnych rostlinnych
pfipravcich a substratech je regulovan limitnimi hodnotami. Mezi tyto latky spada také popel
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ze samostatného spalovani biomasy. Limitni hodnota pro 2PAU v popelu, uvedena v pfiloze .
1 k vyhlasce Ministerstva zemédélstvi ¢. 131/2014 Sb., kterou se méni vyhlaska Ministerstva
zemédélstvi ¢. 474/2000 Sb., o stanoveni pozadavkul na hnojiva, ve znéni pozdéjsich predpisu,
a vyhlaska ¢. 377/2013 Sh., o skladovani a zpGsobu pouzivani hnojiv, ¢inni 20 mg.kg* susiny.
Maximalni aplika¢ni ddvka popele ze samostatného spalovani biomasy je 2 tuny susiny.ha za
3 roky. Kromé popelu patfi mezi vyznamné zdroje PAU a rizikovych prvki také kaly z Cistiren
odpadnich vod, a proto je jejich sou¢asna aplikace spolecné s popelem v témze roce zakazana.

3.4 Ptirozené zplisoby odstranovani polycyklickych aromatickych uhlovodiku
v Zivotnim prostredi

Hlavni degradacni zpulsoby lze rozdélit podle prevaZujicich procesd na chemické,
fotolytické a metabolické. V. mnoha pfipadech mohou tyto procesy nastat soucasné, jsou vsak
silné ovlivnény podminkami prostredi, prevazné teplotou, dostupnosti kysliku a pritomnosti
mikroorganism(l. V dusledku emise pfi spalovani se latky Sifi do vSech sloZek Zivotniho
prostifedi a nasledné dochazi k jejich hromadéni v sedimentech a ukladani do téla Zivych
organism0. Zivé organismy a jejich metabolismus Ize tudi? brat také jako jeden z pfirozenych
zpUsobU degradace PAU (Connell 1997).

V atmosfére dochazi k degradaci PAU pomoci fotolyzy nebo oxidaci s dalSimi latkami,
pfitomnymi v ovzdusi (OH radikaly, ozon, oxidy dusiku a dalsi silné oxidanty). Fotolyticka
degradace probiha také ve vodnim prostredi. Polocas rozpadu v dlsledku fotolytické aktivity
je u Castic v atmosfére vyrazné niisi nez u castic, vyskytujicich se ve vodé nebo jinych
organickych rozpoustédlech (Tobiszewski & Namiesnik 2012). Z pad se tyto latky mohou bud'
ztracet nebo degradovat v dusledku fyzikdlnich (tékanim, abiotickou ztratou zplsobenou
vykyvy teplot), chemickych (fotooxidace, vyluhovani do podzemnich vod) a biologickych
(absorpce rostlinami, degradace mikroorganismy) procest (Kuppusamy et al. 2017).

3.5 Nezadouci vlivy na organismy a zdravi ¢lovéka

Hlavnimi moZnostmi pfijmu PAU pro clovéka je pfijem travicim Ustrojim spoleéné
s potravou nebo vdechovanim, a to jak rozptylené kontaminace v ovzdusi, tak prfimym
vdechovanim PAU v dUsledku koureni cigaret nebo pasivniho vdechovani cigaretového koure
(Holme et al. 2019). Nikoli nikotin, ale pravé PAU jsou latky, které maji béhem koureni
rakovinotvorné ucinky. V cigaretovém kouti byl zjistén wvyskyt flouranthenu, pyrenu,
benzo[a]anthracenu, benzo[b,j,k]flouranthenu, benzo[a]pyrenu a perylenu, z nichz nékteré
jsou oznaceny jako prokazané karcinogeny pro clovéka (Connell 1997). Byla prokdzana
souvislost mezi vstupem PAU do organismu vdechovanim a zvySenym vyskytem rakoviny plic
(Shen 2016). K metabolické preméné a eliminaci vétSiny PAU pfijimanych ve formé potravy
travicim Ustrojim dochazi v jatrech (Holme et al. 2019). Plsobeni PAU na c¢lovéka mize
probihat i pomoci kontaktu s pokozkou. Metabolicka aktivace je vyvolavana dopadajicim
slunecnim zarenim na pokozku a zplUsobuje fotomutagenni a fototoxické ucinky. Tento stav
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byl prokdzan u 11 z 16 PAU uvedenych jako prioritni polutanty zivotniho prostredi dle US EPA.
Dokonce byl u nékterych PAU sledovan fotomutagenni efekt, ackoli jejich mutagenita
metabolickou aktivaci v bunikach nebyla prokazana (Yan et al. 2004).

Praveé karcinogenita pro ZivoCichy v¢éetné ¢lovéka je jejich nejvétsim problémem (Shen
2016). Sice zatim nebyla prokdzana pro veskeré PAU, da se vsak ocekdvat, Zze skoro pro
vsechny je mozné stanovit urcity stupen jejich karcinogenity, ackoli tento stupenn mlze byt
velmi maly (Connell 1997). Benzo[a]pyren byl mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny
(IARC) oznaéen jako nejvyznamnéijsi prokazany karcinogen pro &lovéka (Shen 2016). Cinnost
enzym( cytochromu P450 a nasledna pfeména PAU na dihydrodiol epoxidy, které jsou
schopné se zabudovavat do DNA ¢i hemoglobinu, maji za ndsledek vznik nddor( (Connell
1997). Vzniklé reaktivni metabolity jsou kromé mutace a pfipadného vzniku tumorl schopné
reagovat s dalSimi bunéénymi strukturami, zasahovat do transkripce, replikace DNA a syntézy
proteinl (Shen 2016). Z toho Ize vyvodit, Ze opakovana expozice nizsim koncentracim vede u
Clovéka a dalSich Zivocich(l k chronické otravé organismu. Celkovy dopad PAU se pro jednotlivé
organismy lisi. Zatimco savci v€etné ¢lovéka jsou schopni produkovat enzymy preménuijici tyto
latky na poldrni, ve vodé rozpustné latky, pro vodni Zivocichy jsou PAU vyrazné toxictéjsi a
mohou u nich vyvoldvat i akutni toxicitu (Connell 1997). PAU pfijimané spolu s pevnymi
¢asticemi z ovzdusi se mohou v téle uvolfovat a dostdvat do krevniho toku, kde plsobi
negativné a vyvoldvaji dal3i zdravotni obtize organismu. U¢inky se projevuji pfevazné ve formé
kardiovaskuldrnich onemocnéni: hypertenze, trombdza, zvySeny vyskyt zanétl, endotelidlni
disfunkce, aterosklerdza a infarkt myokardu (Holme et al. 2019).

4 Remediace

Remediace jsou procesy zahrnujici rizné druhy metod, které vedou ke snizeni nebo
odstranéni kontaminantl a jejich vliv na jednotlivé slozky Zivotniho prostfedi za ucelem
snizeni nepfiznivych Ucinkd na zdravi organismu a znovuvyuziti kontaminované oblasti (Vidali
2001). Metody remediace je mozné rozdélit podle slozek Zivotniho prostredi, ve kterych dany
dekontaminacni proces probiha (plida, povrchova voda nebo podzemni voda). Dale pak podle
mista dekontaminace na in situ nebo ex situ technologie (Khan et al. 2004). Ex situ technologie
jsou takové, které zahrnuiji fyzické odstranéni kontaminovaného materialu a jejich naslednou
Upravu mimo misto kontaminace. Oproti tomu in situ technologie umoziuji zpracovani tohoto
materidlu prfimo v misté kontaminace (Boopathy 2000). Podle zplsobu degradace
kontaminant( jsou metody rozdéleny na fyzikalné-chemické, biologické, chemické a termické
(Gan et al. 2009).

Fyzikalné-chemické metody jsou zaloZené na extrakci rozpoustédlem nebo smési vice
rozpoustédel. Pribéh extrakce je mozné rozdélit na desorpci z vazebného mista a naslednou
eluci do extrakéni tekutiny. Jako extrakéni Cinidla jsou vyuZivana superkritické a subkritické
tekutiny, ale i biologicky rozlozitelné latky jako cyklodextriny nebo rostlinné oleje. Chemické
metody degraduji PAU pomoci oxidant(i, kterymi jsou napf. Fentonovo Ccinidlo, ozon,
peroxokyselina, manganistan draselny, peroxid vodiku nebo aktivovany persiran sodny
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(NazS20sg). Soucasti chemickych metod je také fotokatalytickd degradace, vyuzivajici
fotokatalyzatory k podpore oxidacnich reakci v pfitomnosti svételného zareni. Dal$i moznosti
jsou metody elektrokinetické, zaloZzené na elektromigraci iont(. Pro vyuzZiti téchto metod k
odstrafovani PAU jsou potieba solubiliza¢ni Cinidla. Tepelnou Upravou pud za vysokych teplot
az1 200 °Cdochazi k u¢innému odstranovani PAU z ptd. Nevyhodou pfi termickém zpracovani
pad je vlhkost, kterd musi byt odstranéna a nutnost zafizeni k regulaci znecistovani ovzdusi
odpadnimi plyny, vznikajicimi béhem spalovani. Vzhledem k nedostatkiim jednotlivych metod
byly vyvinuty integrované sanacni technologie kombinujici vice procesd za ucelem Sirsi
aplikovatelnosti a lepsi ucinnosti odstrafiovani (Gan et al. 2009).

Mezi nejpouzivanéjsi in situ remediacni technologie puad patfi: vymyvani, extrakce
plGdnich par, proplachovani plid, enkapsulace, aerace, solidifikace a stabilizace (vyuzitim smési
asfaltu nebo pyrolyzy = vitrifikace), biologické metody (bioremediace, fytoremediace a
bioventing) (Khan et al. 2004). In situ technologie zaloZzené na tepelnych procesech jsou: in
situ spalovani, odpafovani a volatilizace, elektrické odporové vytdpéni (z anglictiny Electrical
Resistance Heating), tepelné vodivé vytdpéni (z angli¢tiny Thermal Conduction Heating),
extrakce parou, nizkoteplotni in situ tepelnd remediace. Dalsimi fyzikdlné chemickymi
metodami jsou technologie pfidavku aktivnich latek (metody michani hlubokych nebo
mélkych pGd srlznymi typy sorbentl, pojiv nebo chemicky aktivnich latek-oxidant()
(Suthersan et al. 2016). Metody zaloZené na elektrokinetickych procesech umoziuji
odstranéni prevazné tézkych kovli z kontaminovanych pid. Mezi tyto metody patfi odstranéni
tézkych kovl pomoci kationtovych selektivnich membran nebo pomoci povrchové aktivnich
keramickych oball, wvyuziti elektrod potazenych specidlné navrzenym polymernim
materidlem, elektrochemicka geooxidace nebo elektrochemickda vyména iontl. Tvorba
propustnych zén obsahujicich sorbenty, katalyticka Cinidla, pufrovaci roztoky nebo oxidacni
Cinidla v kontaminovanych pldach a nasledny pfenos kontaminant(l do téchto zén aplikaci
elektrického proudu. Pro zlepsSeni Ucinnosti remediace se v nékterych pripadech aplikuji do
kontaminovanych pld tekutiny (vétSinou kyseliny) usnadnujici transport kontaminantu, ktery
je zplUsobeny dodavanim stejnosmérného proudu elektrodami umisténymi v pudach.
Elektrokinetiké metody je mozné kombinovat i s biologickymi metodami, napf:
elektrokinetické bioremediace (Virkutyte et al. 2002). In situ technologie jsou obvykle levnéjsi
nez technologie ex situ, které navic zahrnuji tézbu a transport kontaminovaného materialu
(Cunningham et al. 1995).

Ex situ remediacni technologie jsou pfimé a absolutni metody Upravy pad. Zplsoby
nakladani s pddou mohou byt: nadzemni zpracovani vytéZzeného materialu, uloZzeni na skladku
nebo zpracovani ve spalovné (Suthersan et al. 2016). NejpouZivanéjsi ex situ technologie jsou:
landfarming, tepelna desorpce a spalovani (Khan et al. 2004). Je ale mozné vyuZivat i stejné
postupy jako v pripadé in situ metod, véetné tepelnych, biologickych, chemickych a fyzikalnich
procesli (Suthersan et al. 2016). Ex situ remediacni metody jsou vyuZivany z ddvodu
rychlejsSiho a komplexnéjsiho odstranovani kontaminantl z pdd. Na druhou stranu jsou
mnohdy draZsi, vyZzaduji dalsi vybaveni oproti in situ technologiim a pfi jejich aplikaci dochazi
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k vyraznému naruseni lokality a tim i ke zvySené expozici kontaminantl pro ¢lovéka a dalsi
organismy, vyskytujicich se v blizkosti mista kontaminace. Z vyse zminénych dlivodu je snaha
k vyuzivani biologickych metod pro odstranéni kontaminant( z Zivotniho prostfedi (Suthersan
et al. 2016).

4.1 Bioremediace

Bioremediace je metoda vyuzivajici pfirozenych vlastnosti Zivych organismd schopnych
degradace a odstranovani anorganickych a organickych kontaminanti z Zivotniho prostredi.
MuUzZe probihat jak v aerobnim, tak v anaerobnim prostfedi. Vyhodou anaerobni bioremediace
jsou nizsi ekonomické naklady, jelikoZ neni potieba velké aeraéni plochy. Zaroven je mozné
takto odstranit kontaminace z hlubSich vrstev pldniho profilu s omezenym mnoZstvim kysliku
(Gan et al. 2009). Proces anaerobni degradace je pomaly a byl prokdzan pro PAU s nizkou
molekulovou hmotnosti. Degradace téchto latek probihd za podminek, redukujicich dusi¢nany
a sirany. ZvysSeni ucinnosti je mozné docilit pridanim acetdtu, laktatu, pyruvatu, chloridu
sodného, celuldézy nebo Fe. Prlibéh degradace PAU anaerobni cestou je moZzné rozdélit do
nékolika kroku, pfiéemz proces zacina redukci dusi¢nan( a siranl za vzniku organickych kyselin
s nizkou molekulovou hmotnosti. Reakci s nerozpustnymi oxidy Fe dochazi ke vzniku ligandd,
diky éemuz se Fe stdva dostupné pro bakterie schopné jeho redukce a dochazi tak
k intenzivnéjsi degradaci PAU (Haritash & Kaushik 2009). Bioremediace je podporovana tzv.
»prirozenou atenuaci, ktera je definovana jako soubor vSech déj, pfirozené se vyskytujicich
v Zivotnim prostiedi, které bez zasahu ¢lovéka vedou k omezeni mnozZstvi, toxicity, mobility,
objemu nebo koncentrace kontaminantl (Soudek et al. 2008). Bioremedia¢ni metody lze
stejné jako v pripadé jinych metod rozdélit na in situ a ex situ. Mezi ex situ bioremediacni
metody patfi kompostovani, vyuziti bioreaktorl ¢i biofiltrd. In situ metody jsou napf.
bioventing a bistimulace. Land farming a bioaugmentace je mozné provadét obojim zplisobem
(Boopathy 2000). Vyhodou bioreaktori jako ex situ bioremediacni metody je moznost
kontroly teploty a tlaku pro docileni lepSich podminek a zlepSeni procesu degradace. Stejné
tak i béhem kompostovani nebo vyuziti kombinované bioremediac¢ni technologie na vysokych
hromadach tzv. ,biopiling” (z anglictiny biopiles), které se stalo oblibenou bioremediacni
metodou, je mozné udriovat vhodné podminky pro nejvyssi stupen degradace. Land farming
je metoda vyuzivajici tradi¢nich zemédélskych postupll jako je orba, provzdusnovani,
homogenizace, zavlazovani nebo hnojeni, které zlepSuji vlastnosti pldy a pfispivaji tak
k ¢innosti padnich mikroorganismu. Hlavni nedostatek metody je omezend zéna sanace na cca
10 aZ 35 cm silnou povrchovou vrstvou pldy. Biostimulace je vhodna pro velmi chudé pldy na
ziviny, kam jsou tyto latky uméle dodavany a dochazi tak k podpore prirozené se vyskytujicich
mikroorganismu, zatimco bioaugmentace doddva do pld s nizkym obsahem degradujicich
organismu umeéle vypéstované kultury bakterii nebo hub (Kuppusamy et al. 2017). Ke zvyseni
ucinnosti bioremediacnich metod je vhodné wvyuzit fyzikalni ¢i chemické predupravy
kontaminované pudy. Pfidani slamy, kompostu, hnoje a dalSich organickych materialQ
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napomahad degradaci zlepSovanim textury pldy, prenosem kysliku a dodanim zdroje energie
pro mikroorganismy v ptdé (Haritash & Kaushik 2009).

Hlavnimi vyhodami bioremedia¢nich metod je moZnost, provadét je pfimo v misté
kontaminace, jsou mnohdy levnéjsi nez klasické fyzikalni nebo chemické metody, eliminuji
produkci odpadu a jejich aplikaci nedochazi k vyraznému naruseni stanovisté. V pfipadé
nutnosti je mozna jejich kombinace s jinymi, fyzikalnimi ¢i chemickymi metodami. Obecné jsou
Iépe pfijimany verejnosti (Boopathy 2000).

Nevyhodou je omezeni jejich vyuziti pouze na urcité latky, které Ize timto zplsobem

vevys

lokality. Z téchto dlvodu, ale také z divodu odliSnosti jednotlivych lokalit je nutné pred
samotnym zahdjenim procesu provést studie pro danou oblast a vybrat vhodny postup
remediace. Mezi nevyhody je mozné zaradit také regulacéni predpisy pfesné urcujici vhodné
metody a limitni koncentrace kontaminantd, na které musi byt jejich obsah sniZzen. Sporna je
moznost vyuZiti geneticky modifikovanych organism( v bioremediacich, pro které je na rozdil
od prirozené se vyskytujicich organism( potreba dodrZovat specifické predpisy (Boopathy
2000).

4.1.1 Vliv podminek na bioremediaci

Pro rostliny a padni mikroorganismy je jednim z nejdllezitéjSich faktor(i biologicka
dostupnost kontaminant(, ktera pfimo ovliviiuje rychlost jejich degradace. Je fizena rfadou
fyzikdlné chemickych proces( jako jsou sorpce a desorpce, difuze ¢i rozpousténi (Boopathy
2000). Biologicka dostupnost zavisi na lipofilité sloucenin, pidnim typu, pH, obsahu jil{,
vlhkosti, typu pudni vody, vyménné iontové kapacité, obsahu pfijatelnych Zivin a stari
kontaminantu (Kucerova et al. 1999; Vanék et al. 2017). Stari kontaminantu (tzv.
»sekvestrace”) je mozné definovat jako celkovou dobu, po kterou se kontaminant vyskytoval
v Zivotnim prostredi (Kucerova et al. 1999). Dlouhodoby kontakt organickych znecistujicich
latek s pGdnimi ¢asticemi vede ke zvySené vazbé téchto kontaminantl na pldni Castice a
v dlsledku toho dochazi ke snizeni biologické dostupnosti pro organismy, tedy ke snizeni
schopnosti biodegradace. Na sekvestraci se podili prevazné organické slozky plidy (huminové
frakce), ovlivnéna je ale vice faktory, jako napf. kationtovou vyménnou kapacitou, objemem
mikropdr, strukturou pudy nebo plochou povrchu (Haritash & Kaushik 2009). V dasledku
sekvestrace dohazi k hlubsSimu priniku kontaminantu v pldnim profilu. Z hlediska biologické
dostupnosti a desorpce lze PAU rozdélit do skupin: a) snadno desorbuijici a biologicky dostupné
frakce, b) téZzce se desorbuijici frakce s nizkou dostupnosti a c) zcela nedostupné frakce (Kadri
et al. 2017). Biologickd degradace je jednim z nejvyznamnéjsich procesu v plidach. Nékteré
latky podléhaji nevratné sorpci do pudni organické hmoty. Rychlost a celkovy rozsah
odstraniovani PAU se v pribéhu ¢asu snizuje v dusledku poklesu biologicky dostupnych frakci.
Pokles intenzity odstranovani je typicky pro pady s vysokym obsahem organickych latek a jilu,
kde je vyznamna prevainé sekvestrace a difuze do mikropdrt (Kuppusamy et al. 2017).
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Biologicka dostupnost je spjata s mobilitou kontaminantu, ktera je ovlivnéna silnou
absorpci kontaminantu na pGdni matrici a jejich nizkou a pomalou rozpustnosti (Cerniglia
1993). Jednotlivé faktory maji za nasledek zpomaleni transportu kontaminant(i do vodné faze,
ktera umoZnuje snazsi ptijem pro organismy (Boopathy 2000). Pfistupnost latek pro organismy
vyjadfuje koeficient oktanol-voda Kow. Pro mirné hydrofobni latky, které jsou rostlinami
nejlépe vstrebavany, se log Kow pohybuje v rozmezi od 0,5 do 3. Pokud je hodnota Kow nizsi,
latky jsou hydrofilni a nedochazi tak k jejich dostatecné sorpci na kofeny rostlin ani k aktivnimu
transportu v rostlinnych tkdnich. Naopak pokud je hodnota Kow vyssi, latky jsou hydrofobni a
dochazi k jejich vazbé na lipidy, pfitomné na povrchu kotfenu rostlin, coz ¢inni jejich vstup do
organismu obtiznéjsi (Vanék et al. 2017).

Efektivita odstrariovani PAU z plid biologickou cestou je ovliviiovana také teplotou
prostredi, sezénnimi faktory, zastoupenim organické hmoty, pfitomnosti mikroorganism(
schopnych degradace PAU, vlastnostmi kontaminantd, celkovou koncentraci PAU a hloubkou
v pudnim profilu (Cerniglia 1993). Rychlost degradace zavisi vice na desorpci kontaminantu
z pUdnich ¢astic nez na degradacni schopnosti mikroorganisma. Rychlost desorpce je uddvana
difuzi kontaminantd, kterou je mozné v padach urychlit zvySovanim teploty nebo chemickym
oSetfenim. ZvySovanim teploty dochazi ke sniZzovani rozdélovaciho koeficientu pida-voda a
zvySenému prenosu hmoty v pidé. Organickymi rozpoustédly Ize zase zvysit rychlost prenosu
hydrofobnich slouéenin v ptidé a nasledné redistribuci znecistujicich latek. Podpora biologické
dostupnosti PAU je zpUsobena také bioaugmentaci a s ni souvisejicim vznikem biosurfaktant(
(Haritash & Kaushik 2009). Produkce surfaktantli mikroorganismy je mozné zlepsit dodanim
lehkych rostlinnych olejd, které jsou vyznamnym zdrojem Zivin a uhliku. Levnym zdrojem
téchto olejli jsou odpadni vody a vedlejsi produkty z vyroby a zpracovani rostlinnych olejd
(napf. olivovy olej). Vyznamny zdroj Zivin tvori také dalsi odpadni materidly z potravinarského
pramyslu, jako napf. odpady z lihovarnictvi, mlékarenského primyslu (vyroba syrovatky) nebo
odpadni vody vznikajici béhem zpracovani brambor ¢i manioku (Amodu et al. 2013).

4.1.2 Fytoremediace

Jednd se o metody vyuZivajici schopnost zelenych rostlin ptijimat, akumulovat a
degradovat kontaminanty, které jsou pritomné v plidnim nebo vodnim prostredi (Khan et al.
2004). Jednotlivé procesy probihajici béhem fytoremediace jsou znazornény na obrazku 2.
Kontaminanty jsou bud kompletné odstranény nebo mlze dochdazet k jejich presunu z pud
nebo z vodniho prostiedi a nasledné k jejich akumulaci v rostlinach. Jednotlivé rostliny jsou
schopné jak adsorpce, tak i absorpce organickych i anorganickych polutantd (Kucerova et al.
1999). Zakladnimi procesy jsou extrakce (tézkych kov( nebo radionuklid(), degradace a
volatilizace (prevaziné organickych sloucenin) a stimulace mikroorganizm v oblasti rhizosféry.
U¢innost fytoremediace zavisi mimo jiné také na agronomickych opatfenich, jako je hnojeni,
zavlazovani, zvySovani biodostupnosti kontaminantli pomoci syntetickych chelatorll, vybér
vhodnych rostlin, hustota rostlin pti vysadbé a stfidani plodin (Soudek et al. 2008).
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Fytoremediace je vhodnd prevdiné k odstrafiovani hydrofobnich polutantd v mistech
povrchového znedisténi (Kucerova et al. 1999).

Tabulka 4. Seznam nékterych rostlin vyuZivanych k degradaci PAU (Gan et al. 2009).

javor (Acer L.) borovice vejmutovka (Pinus strobus L.)

vrba ¢erna (Salix nigra Marshall) trnovnik akat (Robinia pseudoacacia L.)

topol (Populus L.) morusovnik ¢erveny (Morus rubra L.)

jilek vytrvaly (Lolium perenne L.) choulostice indicka (Aeschynomene indica L.)

oves sety (Avena sativa L.) Stirovnik rGzkaty (Lotus corniculatus L.)

jetel luéni (Trifolium pratense L.) kostrava rakosovita (Festuca arundinacea Schreb.)
fedkev seta (Raphanus sativus L.) lupina mnoholista (Lupinus polyphyllus Lindl.)
brukev fepka (Brassica napus L.) proso prutnaté (Panicum virgatum L.)

paprika ro¢ni (Capsicum annuum L.)  komonice |ékaFska (Melilotus officinalis (L.) Pall.)
kopr vonny (Anethum graveolens L.)  srha lalo¢nata (Dactylis glomerata L.)

Hlavni vyhodou fytoremediace je nizsi mnozstvi odpadniho materialu, které je potreba
dale zpracovavat oproti béznym technologiim. Jednd se o in situ metodu s minimalnim
narusenim zivotniho prostredi a z hlediska energie potifebné pro fungovani procesu jsou
dostatecné prirozené zdroje (soldrni energie). Pro rozsahlé oblasti s nizkou koncentraci
kontaminant( se jedna o ekonomicky vyhodnou metodu. Mineralizace organickych polutantt
mUze vést az ke vzniku zdkladnich sloucenin, jako jsou CO; a H,0. V dlsledku odcéerpavani
kontaminované podzemni vody kofeny rostlin dochdzi ke sniZovani dalSiho Sifeni
kontaminant( v Zivotnim prostfedi (Khan et al. 2004). Tyto metody jsou vysoce akceptované
verejnosti, zlepsuji estetické vlastnosti krajiny a precisténou kontaminovanou ptdu je mozné
vyuZit k zemédélskym ucellm (napf. k péstovani energetickych ¢i technickych plodin) (Khan et
al. 2004; Soudek et al. 2008). Oproti jinym technologiim nedochazi k vyraznému vzniku emisi
a prasnosti. Fytoremediaéni metody jsou rychlejsi nez pfirozend atenuace a lze je kombinovat
s jinymi sana¢nimi technologiemi, kde mohou slouzit jako koneéné metody pro sniZzeni obsahu
kontaminantl na pozadovanou uroven (Soudek et al. 2008).

Nevyhodami a omezenimi fytoremediace jsou nizkd tolerance rostlin Vv{di
kontaminantim, nizky transport kontaminantl z korend do nadzemni biomasy a nizky vynos
biomasy (véetné hyperakumuldtor() (Cunningham et al. 1995; Soudek et al. 2008). Mnohdy
se kontaminant nachazi v biologicky nedostupné formé a chybi vhodné rostlinné druhy
schopné degradace téchto latek (Soudek et al. 2008). Idealni by bylo vyuZiti rostlinnych druh
prirozené se vyskytujicich na chudych a kontaminovanych plidach. Nevyhodou téchto rostlin
je mimo jiné i jejich schopnost akumulace ¢i premény pouze urcitych latek, nedostupnost a
nedostatek informaci o jejich fyziologii, podminkach péstovani ¢i schopnostech odolavat
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nepfiznivym podminkam prostredi (Kucerova et al. 1999). Béhem fytoremediace je potfeba
dalsi manipulace s rostlinnym ,odpadnim” materidlem, aby se zabranilo vstupu polutant( do
potravniho rfetézce (Khan et al. 2004). Jedna se o dlouhodoby proces, ktery vétSinou zahrnuje
vice nez 1 vegetacni obdobi. Oblast sanace je omezena pouze na oblast rhizosféry. Zména
klimatickych a hydrologickych podminek a faktord prostfedi mize negativné ovlivnit pribéh
dekontaminace (Cunningham et al. 1995; Khan et al. 2004). Mezi problémy spada také
neobezndmenost s technologiemi u dozorcich orgdn(, kterd vede k pochybnostem lidi vici
novym technologiim (Soudek et al. 2008). V praxi je problematické stanovit pravdépodobnou
rychlost degradace, vyvoj a celkovou dobu probihajici bioremediace (Gan et al. 2009). Zasadni
je ale jejich vysledna ucinnost, kdy oproti jinym metodam fytoremediace ne vidy dosahuje
kompletniho odstranéni polutantt (Kucerova et al. 1999).

=— gklizen nebo e e sekvestrace/
opétovny vstup do [ metabolismus

pidy T
7‘ translokace
!

| ¢

%IHNT- | metabolismus
degradace v .[ :

rhizosféfe B](\? 3 f sekvestrace

,

prijem kofeny

navdzani na humus

desorpce
kontaminantu z pldy

mikrobidlni degradace

Obrazek 2. Fytoremediace organickych polutantl z kontaminovanych pld (prevzato z
Cunningham et al. (1995), prelozil Petr Friihbauer).

a) Fytostabilizace

Fytostabilizace vyuZiva vlastnosti kofenového systému rostlin k omezeni vymyvani
kontaminant(l z pid a zabranuje tak jejich mobilité. Mezi tyto vlastnosti patfi adsorpce,
absorpce, komplexace, precipitace, oxidace ¢i redukce, zabudovani do ligninu (organické latky)
nebo do humusové slozky pudy (Soudek et al. 2008; Vanék et al. 2017). Velmi ddlezZita je
provazanost jednotlivych systém( rostlin, mikroorganismd, kontaminantli a pudniho
prostiedi, jelikoZ organismy svou aktivitou méni vlastnosti prostredi, a tudiz dochazi i ke
zméné povahy kontaminantu. Je tedy mozné pomoci ¢innosti organismu docilit napf. zmény
rozpustnosti kontaminantu. Rostliny uréené pro fytostabilizaci by nemély byt schopné
transportu kontaminantll do nadzemnich casti z dlivodu mozné kontaminace potravniho
fetézce. Dale by mély byt schopné snaset danou Uroven kontaminace s rozsahem kofenového
systému aZ do kontaminované oblasti a mély by byt schopné svou ¢innosti zménit biologické,
fyzikalni ¢i chemické podminky vedouci k Uspésné stabilizaci polutantu v plidé (Vanék et al.
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2017). Rostliny neni potfeba sklizet, pfispivaji k obnové ekosystému, sniZuji nebo zcela
zabranuji prosakovani kontaminantu, zabranuji vodni a vétrné erozi pud a produkci
huminovych latek vaZzou kontaminanty v plidé (Soudek et al. 2008; Vanék et al. 2017). Jedna
se ale o dlouhodobou metodu, pfi které nedochazi k odstrariovani kontaminantu, a proto se
musi zabrdanit pfipadnému uvolfiovani kontaminantu zpét do Zivotniho prostfedi. Mnohdy je
také potreba Uprava padnich vlastnosti hnojenim a aplikaci dalSich latek (Vanék et al. 2017).
Uginnost fytostabilizace zavisi na chemickych, fyzikdlnich a biologickych vlastnostech pady.
Mnohdy se jednad o finalni Upravu pld po jiné sanacni technologii nebo pro obnovu vegetace
na pldach s vysokou koncentraci kontaminantu, kde neni moZzna obnova pomoci pavodni
vegetace (Soudek et al. 2008). Je mozné ji vyuZit i pro zajisténi kontaminované oblasti pred
dekontaminaci nebo regulaci pritoku kontaminované podzemni vody jejim odcerpdvanim
koreny rychle rostoucich rostlin (Kuc¢erova et al. 1999).

b) Fytoakumulace

Tato metoda je nékdy oznacovana také jako fytoextrakce nebo fytoabsorpce (Soudek
et al. 2008). Principem je absorpce kontaminantli koreny rostlin a nasledné jejich ukladani
v nadzemnich ¢astech rostlin, kterd je brana jako odpadni materidl, a proto s ni musi byt
naleZité zachazeno (Kucerovd et al. 1999). Odpadni biomasa je pak nasledné umisténa na
bezpecna ulozisté nebo dale chemicky, termicky nebo mikrobidlné zpracovdna (Kucerova et
al. 1999; Vanék et al. 2017). Béhem fytoakumulace se mohou vyuzZivat tzv.
yJhyperakumuldtory”, kterymi jsou napt. rostliny zceledi brukvovité (Brassicaceae)
(Cunningham et al. 1995). Tyto druhy rostlin maji vyraznou schopnost akumulace daného
kontaminantu, jsou schopny snaset vysoké koncentrace znecisténi, maji rozsahly kofenovy
systém, jsou rychle rostouci a produkuji velké mnozstvi biomasy (Cunningham et al. 1995;
Vanék et al. 2017). U vétSiny rostlin tomu tak neni, a proto je potfeba vyuZivat tradi¢ni plodiny
stendencemi akumulovat kontaminanty nebo vytvaret krizence hyperakumulator(
s rostlinami s rychlejSim rGstem a vy$Sim vynosem biomasy. Vyskyt téchto rostlin je obvykle
vzacny a mnohdy chybi znalosti o jejich vlastnostech a podminkach ristu (Cunningham et al.
1995). Metoda je vhodna pro sanaci tézkych kovl, metaloidd, nekovi ¢i radionuklid. Neni
vhodna pro odstrafovani organickych polutantd z dlvodu vzniku toxic¢téjSich metabolitl a
jejich naslednému Uniku béhem respirace rostlin (Soudek et al. 2008). Vzhledem ke schopnosti
extrakce mlZe tato metoda po Upravé sklizené biomasy slouZit jako ekonomicky velmi
vyhodny zpUsob opétovného ziskavani tézkych kovl (Vanék et al. 2017).

c) Rhizofiltrace

Kontaminanty ve vodnim prostfedi jsou pomoci precipitace nebo absorpce
zachytavany kofenovym systémem, kde se akumuluji. Rhizofiltrace je vhodnd pro sanaci
malych koncentraci polutant( ve vétSich objemech povrchovych &i splaskovych vod (Soudek
et al. 2008). Vyuziva se nejcastéji pro odstranovani kova a radionuklidd z vodniho prostredi.
ZpuUsoby nakladani s odpadni biomasou jsou stejné jako v pripadé fytoakumulace. Vhodnymi
rostlinami pro rhizofiltraci mohou byt jak vodni, tak suchozemské druhy. Vyhoda
suchozemskych rostlin je jejich vyssi vzrist a rozvinutéjsi kofenovy systém, pfi jejich aplikaci
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je vSak potfeba plovoucich konstrukci. Mezi typické druhy vyuzivané v této metodé patfi napf.
orobinec (Typha L.), rdkos (Phragmites Adans.), sitina (Juncus L.), ostfice (Carex L.) nebo ze
suchozemskych rostlin napf. slunecnice ro¢ni (Helianthus annuus L.) (Vanék et al. 2017).

d) Fytovolatilizace

Principem fytovolatilizace je pfenos kontaminantu z pid do ovzdusi, tudiz nedochazi
k jejich Uplnému odstranéni, akumulaci ani imobilizaci. Kontaminanty jsou pfijimany
kofenovym systémem a transportovany do nadzemnich ¢asti, pficemz mohou i nemusi byt
transformovany a nasledné jsou pomoci transpirace a tékani vylucovany z organismu (Soudek
et al. 2008). Podminkou fytovolatilizace je uvolnéni kontaminantu do tékavé formy. Metodu
Ize pouzit hlavné pro organické polutanty (napf. trichlorethylen), je ale mozné ji vyuZit i
v pfipadé anorganickych kontaminantl (napf. Hg) (Vanék et al. 2017).

e) Fytodegradace

Fytodegradace vyuziva rostliny a mikroorganismy s nimi asociovanymi (Vanék et al.
2017). Béhem procesu dochdzi k pfeméné a odbourdvani kontaminantu, a to jak uvnitf
organismu (fytodegradace in planta), tak i v pldnim prostfedi v disledku uvolfovani
rostlinnych exudati-enzymatickych metabolitl kofeny rostlin (fytodegradace ex planta), jak
je zobrazeno na obrdzku 3. Tento proces je vhodny prevainé pro odstrafiovani organickych
polutantd  (PAU, polychlorované bifenyly, residua vybusnin, detergenty nebo
nejen pro danou rostlinu, ale i pro ostatni organismy (Soudek et al. 2008; Vanék et al. 2017).
Metodu lze vyuZit k dekontaminaci pld, sedimentl, kald z dCistiren odpadnich vod a
znedisténych podzemnich i povrchovych vod (Vanék et al. 2017). Pro fytodegradaci je
transformaci. Pokud je kontaminant pfilis pevné vazan na pldni ¢astice a nedochazi k jeho
absorpci organismy nebo transportu v padnim prostredi, je lepsi vyuzit fytostabilizaci nez
fytodegradaci (Cunningham et al. 1995).
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Obrazek 3. Fytodegradacni a fytovolatilizacni mechanismy spojené s nékterymi dalSimi
mechanismy, nezbytnymi pro Zivot rostlin (pfevzato z Suthersan et al. (2016), preloZil Petr
Friihbauer).

f) Rhizodegradace

Zakladnim principem rhizodegradace je podpora rlstu a aktivity jednotlivych populaci
v oblasti rhizosféry prostfednictvim korfenovych exudatli, obsahujicich Ziviny pro
mikroorganismy. Vysledkem je zvySeni poc¢tu mikroorganismu a stimulace jejich aktivity, ktera
vede ke zvyseni degradace kontaminantl (Soudek et al. 2008). Oblast rhizosféry véetné
procesll zde probihajicich jsou zndzornéné na obrazku 4. Metoda se vyuZiva prevainé pro
odstrafovani kontaminaci v padnim prostredi a je mozné takto odstrafiovat ropné uhlovodiky
(C10 - C40), PAU, polychlorované bifenyly, pesticidy a chlorovana rozpoustédla. Na rozdil od
rhizofiltrace neni u rhizodegradace potreba rostliny sklizet, nevyhodou je ale nizké pole
plUsobnosti. Oblast rhizosféry se nachazi priblizné 1 az 3 mm v okoli kofene a je tudiz
ovliviiovana rychlosti ristu kofene a hloubkou kofenové zény (Vanék et al. 2017).
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Obrazek 4. Rhizodegradace a souvisejici procesy v rhizosféfe (pfevzato z Suthersan et al.
(2016), prelozil Petr Friihbauer).

Prabéh degradace organickych polutantt

Detoxikacni procesy xenobiotik jsou pfirozenou schopnosti rostlin, umozfujici ochranu
pred toxickymi ucinky téchto latek. Jednotlivé procesy se lisi v zavislosti na strukture
polutantu, ktera ovliviiuje chovani xenobiotik vici burice a biologickym membranam (Vanék
et al. 2017). Zakladni podminkou pro pribéh degradace je biologickd dostupnost polutant(
pro rostliny nebo mikroorganismy. Prfijem zdvisi jak na vlastnostech polutantd, tak i na
vlastnostech samotnych organism0. V pfipadé hydrofobnich organickych latek se polutant
mUzZe podle vlastnosti budto sorbovat na povrchu korent, akumulovat v rostlinnych tkanich,
transformovat nebo vytékat do ovzdusi (Kuc¢erova et al. 1999).

Pfijem kontaminantd rostlinou probihd prevainé pomoci kofenového systému. U
mokradnich druh( rostlin je mozné kromé prijmu kotfeny také vstup pfimo do rostlinnych tkani
z vodniho sloupce, ve kterym se rostlina nachdzi (Singh & Jain 2003). Mechanismy vstupu
kontaminant( do rostliny mohou byt bud’ difuze nebo pfenos kontaminantl s transportnim
médiem. Pfijem koreny je dan pravé difuzi v pldnich pdrech obsahujicich vzduch ¢i vodu a
hmotnostnim tokem. Kontaminanty spolecné s transportnim médiem jsou v téle rostliny
distribuovany transpiraénim proudem (Trapp et al. 1994). Distribuce v rostliné zavisi na
xylémovém nebo floémovém transportu (Singh & Jain 2003). Pro rostliny je béZnym procesem
volatilizace, kdy dochazi k vyméné latek mezi listy rostlin a atmosférou. Tento proces je
reverzibilni a v pripadé pomalejsi volatilizace oproti transpiraci dochazi k hromadéni
kontaminant v listech a jejich nasledné redistribuci pomoci asimila¢niho proudu.
Kontaminanty se mohou poté uvolfiovat z listll do stonkd a nasledné az do plod(, kde se
akumuluji (Trapp et al. 1994).

V rostlindch dochazi ke 3 hlavnim fazim béhem metabolické premény xenobiotik, a to
k transformaci, konjugaci a kompartmentaci. Hlavnimi rostlinnymi enzymy, podilejicimi se na
rozkladu organickych kontaminantd, jsou cytochrom P450 a peroxiddzy (Macek et al. 2000).
Dalsi enzymy, které se pravdépodobné podileji na pfeméné organickych latek jsou glutathion
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S-transferdzy, dehalogenazy, nitroreduktdzy, lakdza (fenoloxidaza) a nitrildzy (Macek et al.
2000; Vanék et al. 2017). Rozpustné latky jsou ukladany ve vakuolach a nerozpustné latky
v bunécné sténé nebo jsou vazany v nerozpustnych bunéénych strukturach, jako je lignin
(KuCerova et al. 1999; Vanék et al. 2017).

Z hlediska vstupu xenobiotik do bunék rostlin jsou latky polarni a hydrofilni povahy pro
rostliny méné nebezpecné, jelikoz je rostlina schopna regulovat jejich pfijem pomoci
bunéénych membrdan. Vzhledem k fytoremediaci je vSak tento stav problematicky a obecné
jsou burikami lépe pfijimany latky nepoldrniho a lipofilniho charakteru (Vanék et al. 2017).

4.1.3 Degradace pomoci bakterii

Vysoka bakteridlni aktivita byla zaznamendna prevainé u degradace
nizkomolekularnich PAU, jako je naftalen nebo fenantren. Vzhledem ke svym vlastnostem a
schopnostem jsou v soucasné dobé vyuzivany i pro degradaci slozitéjsich sloucenin (Ghosal et
fluorenu nebo benz[a]antracenu byla prokdzana napf. u Pseudomonas sp., Alcaligenes sp.,
Rhodococcus sp., Beijerinckia sp., Mycobacterium sp., Staphylococcus sp. a Arthrobacter sp.
(Cerniglia 1993). V zavislosti na pfitomnosti kysliku jsou degradacni cesty déleny na aerobni a
anaerobni. Aerobni degradace byla v minulosti vice studovdna a bakteriemi je
uprednostiiovdna. Degradace je zprostfedkovdvana monooxygendzami a dioxygendzami,
které se podileji na hydroxylaci aromatickych retézcl. Kromé toho mohou bakterie stejné jako
rostliny nebo houbové organismy degradovat PAU pomoci cytochromu P450. Anaerobni
degradace je primdrné zaloZzena na reduk¢nich reakcich (Ghosal et al. 2016). Postup bakteridlni
degradace vcetné vznikajicich meziproduktl je znazornén na obrazku 5.

4.1.4 Mykoremediace

Mykoremediace je bioremediaéni metoda vyuzZivajici enzymatickou aktivitu hub nebo
jejich interakce s dalSimi mikroorganismy za ucelem odstranéni nebo pfemény PAU na méné
Skodlivé az neskodné formy (Kadri et al. 2017). V pldnim prostfedi jsou nejdllezitéjSimi
organismy z hlediska biodegradace houby a bakterie, které jsou svymi metabolickymi a
fyziologickymi vlastnostmi schopny odbourdvat kontaminanty. Se vzrlstajici hloubkou
padniho profilu dochazi k ubytku hub, a naopak pribyva pocet bakterii, které se zde stavaiji
dominantnimi (Boopathy 2000). RozloZeni mikroorganismu v pldnim profilu je ddno vihkosti,
teplotou a mnozstvim rozpusténého kysliku, ktery jsou bakterie narozdil od hub schopné
ziskavat pomoci alternativnich akceptord elektronl (dusicnany, sirany, Zelezo, mangan nebo
CO3) (Boopathy 2000; Gan et al. 2009). Povrchové pldy jsou také bohatsi na humusové latky,
které slouzi jako zdroj energie, uhliku a dalSich Zivin pro mikroorganismy, a proto se zde
vyskytuji ve vétSim poctu s vyssi druhovou rozmanitosti (Boopathy 2000). Oblast rhizosféry
zahrnuje pfiblizné 5x10° bakterii, 9x10° aktinomycet a 2x103% hub na gram pudy (Kuderova et
al. 1999). Hlavni skupinou hub, zodpovédnych za degradaci PAU, jsou tzv. ,houby bilé hniloby“
(Haritash & Kaushik 2009). Vyhodou hub je schopnost degradovat velké mnozstvi xenobiotik
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a jejich prirozeny vyskyt v padach. Za dobrych podminek dochazi k rastu jejich mycelia v
plUdach, tedy ke zvétSeni jejich pole plisobnosti. Kombinaci aktivit hub hydrolyzujicich Sirokou
Skalu xenobiotik a bakterii mineralizujicich vzniklé meziprodukty v dlisledku ¢innosti hub Ize
docilit dobrych vysledkd v procesu mikrobidlni remediace (Kadri et al. 2017). Stejné jako
rostliny jsou i mikroorganismy za vhodnych podminek schopné rozkladu organickych
polutant( na zakladni slouceniny, jako jsou CO; a H,0 nebo v pfipadé anaerobniho rozkladu
NHs (Kucerova et al. 1999; Gan et al. 2009).

Tabulka 5. Seznam nékterych ligninolytickych a neligninolytickych hub oxidujicich PAU
(Cerniglia 1993; Eggen & Majcherczyk 1998; Pointing 2001; Novotny et al. 2004; Acevedo et
al. 2011; Ting et al. 2011).

Ligninolytické houby
Phanerochaete chrysosporium Burds.

Trametes versicolor (L.) Lloyd

Pleurotus ostreatus (Jacg. ex Fr.) P. Kumm.

Irpex lacteus (Fr.) Fr.

Coriolopsis polyzona (Pers.) Ryv.
Bjerkandera adusta (Willd.) P. Karst.
Anthracophyllum discolor (Mont.) Singer
Pycnoporus cinnabarinus (Jacq.) P. Karst.

Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst.

Neligninolytické houby

Aspergillus niger Tiegh.

Candida tropicalis (Castell.) Berkhout
Chrysosporium pannorum (Link) S. Hughes
Cunninghamella elegans Lendn.
Gliocladium Corda

Mortierella verrucosa Linnem.
Neurospora crassa Shear & B.O. Dodge
Penicillium Link

Trichoderma viride Pers.

Naematoloma frowardii (Speg.) E. Horak Rhizoctonia solani J.G. Kiihn

Nové technologie vyuZivaji katalytické pusobeni mikrobialnich enzym(. Tato metoda
je velmi ucéinna a oproti chemickym katalyzatordm neni tak narocnda na reakéni podminky
(reakce probihd i za relativné nizkych teplot a Sirokého rozmezi pH). Rychlost reakci i
stereospecifita jsou vétsi. Jako enzym je vyuzivana prevazné lakdza, schopnd oxidovat vysoké
mnozstvi PAU. Hlavni nevyhodou metody jsou finanéni naklady, které je mozné snizit
imobilizaci a zvySenou extrakci kontaminantu nebo optimalizaci fyzikdlné-chemickych faktor(
(Kuppusamy et al. 2017).

Mikrobidlni procesy v padach béhem degradace PAU

Mikrobialni aktivita je zavisla na mnoha faktorech prostredi, prevainé pak na mnozstvi
a typu mikroorganizmQ, zdroji energie, obsahu Zivin, pH, teploté, obsahu kysliku, redoxnim
potenciadlu a pritomnosti rlznych inhibitor( (Boopathy 2000; Kadri et al. 2017). Inhibitory
mohou tvofit i jednotlivé PAU, jejichz vysokd koncentrace ovliviiuje vyskyt a aktivitu
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mikroorganism(l v pudé, a proto muUZe byt pocatecni degradace v silné kontaminovanych
pGdach velmi pomala (Kadri et al. 2017). Oproti bakteriim, které jsou schopné vyuzivat PAU
jako svUj jediny zdroj energie a Zivin, transformuji houby tyto latky kometabolicky a dochazi
tak ke vzniku detoxikovanych produktd (Cerniglia 1993). Kometabolismus |ze definovat jako
metabolismus slouceniny, které neslouZi jako primdrni zdroj uhliku, energie nebo jako
esencidlni Zivina a je mozné ho dosdhnout pouze v pritomnosti substratu, indukujiciho
potiebné enzymy pro jejich degradaci. Jednotlivé faktory jsou dany prostiedim (substratem),
které slouzi praveé jako zdroj energie, uhliku a dalSich latek, a tudiz ma primy vliv na mikrobialni
rast a produkci enzym( (Boopathy 2000). Vlastnosti puady také ovliviuji silu interakce PAU
s jednotlivymi pldnimi slouceninami (Kadri et al. 2017). Z hlediska teploty jsou pro aktivitu
vétsiny enzym idedlni mezofilni teploty, nékteré enzymy jsou vSak nejaktivnéjsi za vyssich
teplot az 75 °C (Mn-peroxidazy). Za nizkych teplot aktivita vétsSiny enzym( vyrazné klesa a pfi
5 °C je zaznamenana pouze pro lakdzy. Optimalni pH pld pro mikroorganismy je 7, tudiz
neutralizace pld vede ke zlepSovani procesu degradace (Haritash & Kaushik 2009). Funkce
enzymQ je silné ovlivnéna pritomnosti kysliku, kdy v pfipadé jeho nedostatku aktivita
nékterych enzym (ligninolytickych) klesa. Aplikace biosurfaktant( a povrchové aktivnich latek
muze ovliviiovat produkci enzym a tim i pribéh degradace, ¢imz je mozné docilit celkového
zlepsSeni procesu. V pripadé inokulace nesterilnich pad rznymi kulturami hub je jejich aktivita
ovlivnéna pfirozené se vyskytujicimi mikroorganismy, které se stavaji jejich konkurenty (Kadri
et al. 2017).

Proveditelnost bioremediace a typ probihajici mikrobialni transformace jsou silné
ovlivnény molekuldrni strukturou a celkovou koncentraci kontaminantu (Boopathy 2000).
ZpUsoby degradace PAU mohou byt bud pfimé, nebo neptimé, kdy dochazi k degradaci PAU
pomoci enzym( vznikajicich béhem peroxidace ligninu (Kadri et al. 2017). Enzymy, podilejici
se na degradaci, mUzeme rozdélit na ligninolytické a neligninolytické (Haritash & Kaushik
2009). Na pocatecni oxidaci PAU v padach se vyrazné podileji ligninolytické houby produkujici
extraceluldarni enzymy (Kadri et al. 2017). Hlavni skupiny tvofi peroxidazy (lignin peroxidazy a
Mn-peroxidazy), fenoloxidazy (lakdza, tyrozinaza) a dalsi enzymy produkujici H,0, (Haritash &
Kaushik 2009). Tyto enzymy vyuzivaji peroxid vodiku nebo O; a zplsobuji tak rozpad ligninu.
Vysokou oxidacni schopnost PAU ma v ptritomnosti vhodnych mediatoru lakdza (Kadri et al.
2017).

Primarnimi enzymy aerobnich organism( pro transformaci a mineralizaci xenobiotik
jsou monooxygendzy a dioxygenazy (Boopathy 2000). Skupinu neligninolytickyh enzymd,
podilejicich se na degradaci PAU, tvofi napf. cytochrom P450 monooxygendza, hydrolazy,
lipdzy, proteazy a dioxygenazy. Neligninolytické houby mohou produkovat také extracelularni
enzymy, v jejich pfipadé vSak nejsou tak uc¢inné jako intraceluldrni. V zavislosti na typu enzymu
je pak mozné rozdélit oxidaci PAU do 2 degradacnich drah viz obrdzek 5 (Kadri et al. 2017).
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Obrazek 5. Mikrobidlni degradace PAU v zavislosti na typu organismu a enzymu, podilejiciho
se na reakci (pfevzato z Haritash & Kaushik (2009), prelozil Petr Friihbauer).

Prikladem mUze byt napf. degradace antracenu. Za pUsobeni ligninolytickych enzymf
se antracen oxiduje na antrachinon -> kyselinu ftalovou -> CO,. V pfipadé neligninolytickych
enzymU je antracen degradovdn na antracen trans-1,2-dihydrodiol 1-anthrol -> 9,10-
antrachinon -> ftalat -> glukuronid -> sulfat -> xylosidové konjugaty hydroxylovych
meziproduktl (Kadri et al. 2017).

Obecné plati, Ze polocas rozpadu pro PAU se 2 az 3 benzenovymi jadry v fadech dn( je
vyrazné kratSi nez u vysokomolekularnich PAU, kde se tento polocas rozpadu pohybuje
v mésicich, a dokonce az letech. V padnim prostredi je pak mozZné sledovat vyssi obsahy PAU
s 5a 6 cykly. Dlvodem mohou byt jak vlastnosti téchto latek, tak i nedostatek mikroorganismd,
schopnych degradovat vysokomolekularni PAU (Cerniglia 1993).

4.1.5 Mykoremediace podporovana rostlinami

Zakladem kombinace téchto metod je biostimulace, kdy v disledku dodavani uhliku do
kontaminovanych pld dochazi k podpore rlstu mikroorganisml a stim spojené rychlosti
degradace (Haritash & Kaushik 2009). Rostliny jsou v oblasti rhizosféry schopné podpofit
degradaci pomoci kofenovych exudatl obsahujicich enzymy, alkoholy, bilkoviny, steroly,
rastové faktory, nukleotidy, karboxylové kyseliny, aminokyseliny, cukry a alifatické nebo
aromatické latky, které slouzi jako Ziviny pro mikroorganismy a podporuji jejich rlst i aktivitu
(KuCerova et al. 1999; Vanék et al. 2017). Mnoistvi a typ exudatd zavisi na druhu a stadiu
vyvoje rostliny a na vlastnostech daného prostredi (typu pldy, mnoZstvi Zivin, pH, obsahu vody

32



a kysliku, teploté, intenzité svétla a koncentraci CO3) (Vanék et al. 2017). Kromé enzymu a Zivin
mohou rostliny podporovat mikroorganismy také transportem kysliku do svych korenu
(Macek et al. 2000). Kofeny slouzi také jako vhodné prostfedi pro rust symbiotickych hub
naptiklad z ¢eledi Mycorrhizae (KucCerova et al. 1999). Pocet mikroorganism( v oblasti
rhizosféry muze byt aZz nékolikandasobné vétsi nez v pidach bez vyskytu kofenl (Vanék et al.
2017). Bylo prokazano, Ze v rhizosfére nékterych rostlin (psSenice, kukufice nebo hrachu) se
mikrobialni aktivita zvysi az o 2 rady (Kucerova et al. 1999).

V nékterych pfipadech se interakce mezi rostlinami a mikroorganismy vyvinuly
k vzdjemnému prospéchu. V téchto ptipadech je odbourdvani kontaminantd z pad urychleno,
a to nejen v dusledku zvysené aktivity mikroorganism, ale i samotného plsobeni rostlin na
pfitomné polutanty (Macek et al. 2000). Podpora aktivity mikroorganismi je ale béhem
kombinace obou metod prioritni a G¢inek rostlin mlze byt oproti mikroorganismam minimalni
(Kuppusamy et al. 2017). K dosazeni kompletni degradace organickych latek je podpora
mikrobialni aktivity dalezitd, jelikoZ rostliny ¢asto pfeménuji tyto latky pouze na netoxické
metabolity, které sice nemusi plsobit fytotoxicky, ale mohou mit stale negativni U¢inek na jiné
organismy (Macek et al. 2000). Vyssi Gcinnost degradace byla prokazéna také vyuzitim vice
druhl rostlin na jednom misté nez v pfipadé monokultur nebo pld bez rostlin, kde na
kontaminanty pUsobi pfirozend atenuace (Kuppusamy et al. 2017).

Opacnym pripadem je Cinnost rhizobakterii podporujici rlst rostlin, které snizuji jejich
environmentalni stress a umoZiuji jejich rast v podminkach, které pro rostliny nejsou idedlni.
Tyto organismy jsou schopné stimulace rlistu kofenového systému rostlin, mohou fixovat
dusik, syntetizovat sideroféry, produkovat fytohormony nebo solubilizovat mineraly. Tyto
¢innosti vedou jak ke zvyseni Urodnosti pld, tak ke zlepseni vyvoje rostlin (Kuppusamy et al.
2017).

Vyvoj novych metod za ucelem snizeni ndkladd a dopadu na Zivotni prostfedi, zvySené
degradaci PAU a zkrdceni doby procesu vede k propojeni vice typl bioremediacnich metod,
jako v pripadé mykoremediace podporované rostlinami. Viceprocesni fytoremediacni systém
navic kombinuje mikrobidlni a fytoremediacni procesy s dalSimi fyzikalnimi a fotochemickymi
systémy. Prikladem je spojeni landfarmingu spolecné s bioaugmentaci, ktera pfrispiva k rlstu
rostlin. Kombinaci téchto metod je mozné docilit az o 50 % vétsi degradace PAU nez v pfipadé
vyuZiti kazdé z téchto metod zvlast. Mezi nové metody spada také tzv. ,vermiremediace”, tedy
vyuziti zizal prevainé ke zvyseni biologické dostupnosti PAU vazanych v mikropérech pro
mikroorganismy a rostliny, které jinak nejsou schopné v téchto mistech plsobit. Kromé toho
jsou Zizaly schopné biotransformace PAU, které pfijimaji dermalné pasivni difuzi nebo travicim
Ustrojim. Integrované technologie se stavaji vsoucasné dobé prioritnimi metodami a
umoznuji omezeni nedostatkd jednotlivych metod (Kuppusamy et al. 2017).
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5 Metodika
5.1 Charakteristika experimentalni plidy

Pida pouZitd pro tento vyzkum pochdzi z dlouhodobého polniho pokusu v okoli
Humpolce (49°33'16"N, 15°21'2"E, 525 m n. m., priimérna rocni teplota = 7 °C, priimérné rocni
srazky = 665 mm). Odbér pudy (piscitohlinita kambizem) probihal na vice mistech dané lokality
do hloubky 20 cm od povrchu. Odebrana puda byla nasledné ponechdna k volnému vysuseni
na vzduchu, preseta pfres 5 mm nerezové sito a dikladné homogenizovdna. Plida byla
charakterizovdna zakladnimi fyzikalné-chemickymi vlastnosti: pH (CaCl,), = 4,80 + 0,02; pH
(H20) = 5,65 * 0,13; mérna elektricka vodivost = 83,4 * 8,6 uS/cm; susina = 98,5 + 0,2 %; obsah
organické hmoty = 5,0 £ 0,2 %; Ciot= 1,85 1 0,07 %; Hiot = 0,80 £ 0,03 %; Niot = 0,18 £ 0,01 %;
Stot = 0,02 £ 0,00 %; Otot = 2,19 + 0,18 %. Obsah jednotlivych PAU v Cisté padé byl pro vSech 16
latek pod mezi detekce GC/MS, které jsou uvedené v tabulce 8.

5.2 Charakteristika popelu ze spalovani biomasy

Ke kontaminaci pad jednotlivymi PAU bylo vyuZito uletového popelu ze spalovani
psenicné slamy v elektrarné uréené ke spalovani biomasy. Popel pochazel z kotle s vykonem
20 MW, teplotou spalovani 600 az 700 °C a produkci popelu kolem 2 000 t ro¢né. Popel byl
odebirdn ndhodné z odpadniho kontejneru ur¢eného pro popel, ndsledné vysusen na vzduchu
za pokojovych podminek a homogenizovan s cilem dosaZzeni reprezentativniho smésného
vzorku. Zakladni charakteristika popelu: pH (H20) = 10,3; mérna elektrickd vodivost = 2,67
mS/cm; susina = 98,78 % a obsah nespalené organické hmoty = 52,6 %. V popelu byly
stanoveny také koncentrace 16 PAU, jejichz primérné hodnoty jsou uvedeny v tabulce 6.
Celkovy obsah SPAU v popelu Cinil v priméru 160,58 + 2,25 mg/kg.

Tabulka 6: Obsah 16 prioritnich PAU v popelu ze spalovani biomasy [mg/kg].

NA ACE AC FL FE AN FLU PY
18,99 + 12,45 + 3,98 + 0,17 + 18,15 + 21,62 + 16,25 + 6,47 +
0,66 1,03 0,12 0,03 0,37 0,56 0,16 0,32
BaA CH BbF BkF BaP DA P BP
7,30 6,62 + 13,87 + 7,50 + 15,46 + 1,18 + 3,88 + 6,73 +
0,36 0,35 0,45 0,29 0,19 0,11 0,42 0,48

Priimérné hodnoty (n = 4) £ smérodatna odchylka.

5.3 Charakteristika houbového substratu a semen kukufrice seté

Jako substrat k predpéstovani houbového mycelia byly pro tento vyzkum vyuzity
dubové piliny. Z ligninolytickych hub byla vybrana hliva ustfi¢na - P. ostreatus (Jacq. ex Fr.) P.
Kumm., kmen HK35 (P. ostreatus), kterou poskytla Katedra zahradnictvi, FAPPZ, CZU v Praze.
Pfiprava inokula probihala v souladu s postupem, uvedenym v Garcia-Delgado et al. (2015).
Cista kultura byla pred inokulaci udriovéna ve stalé teploté 4 °C. Pfedkultivace probihala pfi
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teploté 24 °C na miskach obsahujicich agar obohaceny o extrakt ze sladu a glukdzy po dobu 2
tydnd. Inokulum obsahujici P. ostreatus bylo naockovano do predem upraveného pseni¢ného
zrna (predvarené a zbavené prebytecné vody s pfidanim sadry, kterd tvofila 5 %). Takto
upraveny substrat byl nasledné po dobu 2 hodin sterilizovan v autoklavu (teplota =121 °C). Po
sterilizaci bylo do substratu pridano predpéstované mycelium a celd smés byla udrzovana po
dobu 14 dn0 v teploté 24 °C. Nasledné se tato smés vyuZzila pro naockovani dubovych pilin,
které musely byt upravené destilovanou vodou na pozadovanou vlhkost (60 %) a sterilizovany
ve sklenénych nadobdach uzavienych pomoci hlinikové félie po dobu 2 hodin (teplota = 121
°C). Péstovani v dubovych pilinach probihalo pti teploté 24 °C po dobu 4 tydnu, dokud nebyl
cely substrat prorostly myceliem. Zakladni charakteristika takto pfipraveného houbového
substratu: pH (H20) = 3,81; mérna elektricka vodivost = 12,01 mS/cm; susina = 97,97 %; obsah
organické hmoty = 26,69 %.

Jako fytoremediacni rostlina byla pro tento vyzkum vyuzita kukufice setd (Zea mays L.
var. Colisee) zakoupena od spole¢nosti KWS (Némecko).

5.4 Struktura experimentalniho vyzkumu

Struktura pokusu byla zaloZena v souladu s certifikovanu metodou feSeného projektu
TACR ¢&. TA04020329 ,Mykoremediace vybranych perzistentnich organickych polutant(i v
pidé pomoci ligninolytickych hub péstovanych v substratech zaloZenych na bazi
lignoceluldznich materidld” pana prof. Ing. Pavla TlustoSe, CSc., dr. h. c. a kolektivu. Venkovni
pokus probihal v zastfeSené vegetacni hale Katedry agroenvironmentalni chemie a vyZivy
rostlin, FAPPZ, CZU v Praze. Pou?zito bylo celkem 32 plastovych nddob o objemu 6 | s otvory na
dné, umoznujici odtok prebytecné vody do prazdnych zasobnik(, umisténych pod nimi.
V pfipadé pritoku ptdnim profilem byla voda vracena zpét do nadob tak, aby nedochazelo
k vyplavovani latek z pad. Nadoby byly rozdélené na 8 variant ve 4 opakovanich (viz tabulka
7). Kazda z nadob obsahovala 5,4 kg preseté a homogenizované zeminy, pfihnojené vodnymi
roztoky NH4NOs (N = 500 mg/kg pudy) a K2HPO4 (P = 32 mg/kg pldy a K = 80 mg/kg pldy). Po
4 tydnech se nadoby znovu prihnojovaly stejnym mnozstvim NH4NOs. Do variant obsahuijicich
houbovy substrat bylo pfiddano 400 g (8 % hm) tohoto substratu a do variant s popelem bylo
dodano 52,7 g (1 % hm) popelu. Jednotlivé varianty byly nasledné homogenizovany. V dobé
zalozeni pokusu byly odebirany vzorky zemin z celého pudniho profilu naddob, pomoci pudni
nerezové sondyrky, ozna¢ované jako To. S cilem dosazeni 70% nasyceni pudnich kapildr vodou,
které je idedlni zejména pro rlist mycelia hlivy a pfitomnych mikroorganismu, bylo do kazdé
z nadob pfidano 1,5 | demineralizované vody. Do zeminy se u variant F, FM, F+P a FM+P zaselo
do kazdé z nadob 20 semen kukufice seté. Po vykliceni se pocet rostlin zredukoval pouze na 3
v kazdé nadobé. Vzorky byly po cely pribéh pokusu uméle zavlazovany demineralizovanou
vodou. Vegetacni obdobi rostlin probihalo v 1été roku 2018 po dobu 100 dn.

Po 14 dnech od vyseti kukutice byla zaznamenana kli¢ivost v jednotlivych variantach.
V prabéhu celého vegetacniho obdobi pak byla nékolikrat premérovana vyska kukuric. BEhem
sklizné byla kromé vysky stanovena také hmotnost celkové nadzemni biomasy a hmotnost
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ocisténych kofenl rostlin. Po vysuseni v laboratorni susarné znacky VENTICELL, BMT pfi
teploté 60 °C a nasledném prevazeni suché biomasy v laboratofi bylo mozné stanovit jeji
vlihkost. Dalsi uprava rostlinnych vzorkd obndsela namleti pomoci stfizného mlynu SM 100,
Retsch pfes 1 mm sito. ZaloZeni a pribéh venkovniho pokusu je zndzornén na obrdzcich 6 az
9 v pfiloze této prace.

Soucasné se sklizni byly odebrany také vzorky ptid ozna¢ované jako T100. Uprava vzork(
zemin probihala pomoci lyofilizace pfi teploté -40 °C v pfistroji FreeZone Legacy Freeze Dryers
znacky Labconco. Mezi analyzami byly vzorky uskladn&né v teploté 4 °C. Cast plvodnich
vzorkd byla zamraZena jako rezerva v teploté -20 °C. Veskera Uprava vzork(, uskladnéni a
nasledna analyza probihala v laboratofich FAPPZ, CZU v Praze.

Tabulka 7: Schéma nadobového pokusu

Varianta Popis

A Bez rostlin — zemina + NPK
M Bez rostlin — zemina + NPK + houbovy substrat
A+P Bez rostlin — zemina + NPK + popel

M+P Bez rostlin — zemina + NPK + popel + houbovy substrat

F S rostlinami — zemina + NPK
FM S rostlinami — zemina + NPK + houbovy substrat
F+P S rostlinami — zemina + NPK + popel

FM+P  Srostlinami—zemina + NPK + popel + houbovy substrat

NPK — hnojivo pridavané ke kazdé varianté
5.4.1 Zakladni analyzy vzorkd zemin

V ramci jednotlivych analyz byly opakované vyuzivany nasledujici pfistroje: analytické
vahy Sartorius TE 4101 a orbitdlni tfepacka zakoupena od spole¢nosti VWR.

Mérna elektricka vodivost: Mérena ve vodném vyluhu v poméru 1:10 (hmotnostné vzorek-
demineralizovana voda), umisténého na 60 minut a 120 ot./min. do tfepacky. Vodivost byla
mérena konduktometrem InoLab Cond 730, WTW za pomoci 4 - elektrodové vodivostni méfici
cely TetraCon 325.

pH (H20): Méfeno ve stejném vodném vyluhu jako mérna elektricka vodivost pH metrem 340i,
WTW pomoci SenTix 41 pH elektrody.

pH (CaClz): Méreno ve vodném roztoku 0,01 M CaCl; v poméru 1:5 (objemové vzorek-roztok
CaCl,), umisténého na 60 minut do tfepacky, 120 ot./min. pomoci pH metru SI 400 znacky
Sentron.
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Susina a obsah organické hmoty: Stanoveni probihalo metodou ztraty zihanim v laboratorni
komorové peci Linn High Therm 800 P. Do hlinikovych félii bylo navazeno 5 g vzorku pld (v
pfipadé houbového substratu a popelu pouze 0,5 g) a suseno pfi 105 °C, nasledované Zihanim
pfi 550 °C. Z rozdilll hmotnosti byla stanovena susina vzorku a celkova spalitelnd organicka
slozka.

Stanoveni C, H, N, S: Celkovy (totdIni) podil zakladnich prvk( byl stanoven pfistrojem Vario
MACRO cube (Elementar Analysensysteme GmbH, Némecko). Stanoveni probihalo dle
aplika¢niho listu vyrobce a jako referenéni material byl pouzit standard acetamidu.

5.4.2 Stanoveni ergosterolu

Stanoveni volného ergosterolu v Zivych burikdch hub slouZilo k ur¢eni obsahu biomasy
hub ve vzorcich pady. Do umélohmotnych, uzaviratelnych, kénickych zkumavek bylo navazeno
na analytickych vahach 1,00 g zeminy a ptiddano 25 ml metanolu. Po dobu 30 minut byly vzorky
promichavany v inkubacni trfepacce ISS-4075R, Jeio Tech ve tmé pfi teploté 25 °C a 250
ot./min. K usazeni necistot bylo vyuZito stolni centrifugy znacky Rotina 420 R, Hettich po dobu
10 minut (20 °C, 6 000 ot./min.). Vysledny extrakt byl prenesen do sklenénych banék s kulatym
dnem. Metanol byl ndsledné odparfen pomoci rotacni vakuové odparky R-300 (Biichi,
Svycarsko) na vodni 1azni pfi teploté 40 °C za snizeného tlaku 122 mbar. Ergosterol v barice byl
resuspendovan pridanim 2 ml metanolu a umisténim na nékolik sekund do ultrazvukové lazné
typu Sonorex Digitec DT 510/H (Bandelin, Némecko). Injekéni strikackou pres nylonovy filtr
(velikost porli 0,45 um) byl extrakt pfenesen do vzorkovacich lahvié¢ek a nasledné analyzovan
pomoci 1260 Infinity HPLC systému (Agilent Technologies, USA) vybaveny DAD detektorem
(detektorem s diodovym polem) a kolonou Phenomenex C18 (250 mm x 4,60 mm; velikost
¢astic 5 um; velikost porG 100 A). Jako mobilni faze byla pouZita smés 97% methanol/voda
(V/V) o pratoku 1 ml/min. Detekce probihala pfi 282 nm. Ergosterol byl kvantifikovan pomoci
kalibracni krivky sestavené z promérenych roztokd (10 - 1 000 pg/l) standardu 95,0%
ergosterolu zakoupeného od firmy Sigma Aldrich. Vysledky méfeni byly vyjadfeny jako pg
ergosterolu/ g vysusené pady.

5.4.3 Analyza enzymli

Analyza obsahu enzym( umozZnuje urceni celkové mikrobidlni aktivity ve vzorcich
zemin jednotlivych variant. Testy celkovych oxiddz a peroxidaz, vybranych ligninolytickych
(lakdza, Mn-peroxidaza) a hydrolytickych (B-D-glukosidaza, kysela fosfatdza, lipaza, chitinaza,
cellobiohydrolaza) enzym( v pddnich extraktech byly provedeny podle certifikované metodiky
Hanc et al. (2018). Do 50 ml Erlenmayerovy bariky bylo navazeno 0,2 g pady a extrahovano 20
ml pufru octanu sodného (50 mmol/l, pH = 5) pfi pokojové teploté. Reakéni smés byla
homogenizovana pomoci pfistroje Ultra-Turrax (IKA Labortechnik, Némecko) po dobu 30
sekund pfi 8 000 ot./min. Vzorky urcené k analyze hydrolytickych enzym( byly méfreny
metodou fluorescenéniho stanoveni enzymatické aktivity. Extrakty uréené pro stanoveni
ligninolytické aktivity byly filtrovany za poufziti kolon PD-10 (Pharmacia, Svédsko) k odstranéni
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inhibi¢nich  sloucenin.  Analyza  ligninolytickych  enzymO  probihala  metodou
spektrofotometrického stanoveni enzymatické aktivity. Jednotlivé enzymatické aktivity byly
méreny ve Ctyfech opakovanich na 96-jamkovych mikrodestickach pfistrojem Infinite M200
(Tecan, Svycarsko). Jedna jednotka enzymatické aktivity na 1 g suché pady (U/g) byla
definovdna jako mnoistvi enzymu, katalyzujiciho tvorbu 1 pmol reakéniho produktu za
minutu.

5.4.4 Analyza polycyklickych aromatickych uhlovodiku

Veskeré sklenéné ndadobi bylo pred pouzitim umyté destilovanou vodou, poté
acetonem, hexanem a ndsledné suseno pfi 150 °C po dobu 2 hodin. Extrakce PAU z pldnich
vzorku byla provedena ultrazvukem. Do sklenénych banék s plochym dnem o objemu 100 ml
bylo navazeno 5 g (£ 0,001 g) od kazdého vzorku. K vzorku byl pfidan pomoci injek¢ni stfikacky
1 ml surogatu 2-FBP (2-Fluorobiphenyl, koncentrace 500 mg/l) a 30 ml smésného roztoku
hexan-aceton v poméru 1:1. Bariky byly umistény na 30 minut pfi stalé teploté 35 °C do
ultrazvukové lazné Sonorex Digitec DT 510/H (Bandelin, Némecko). Po vyjmuti z ultrazvukové
ldzné se reakéni smés filtrovala pres filtracni papir do Cistych sklenénych banék s kulatym
dnem o stejném objemu. Tento postup extrakce PAU v jednotlivych vzorcich probihal celkem
3x po sobé. Spolecny extrakt ze vSech 3 opakovanich v barnkach s kulatym dnem byl umistén
do rotaéni vakuové odparky R-300 (Biichi, Svycarsko), s nastavenou teplotou = 40 °C a tlakem
= 156 mbar. Po odpareni rozpoustédla témér do sucha byl extrakt vzorku znovu rozpustén
pfidanim 2 ml hexanu. Odstranéni necistot z extrakt( bylo provedeno metodou extrakce na
tuhou fazi (SPE) za vyuziti vakua. Pfed pouzitim bylo potfeba SPE kolonky typu Strata SI-1 Silica
SPE (Phenomenex, USA) nejdfive promyt 10 ml smési dichlormethan-hexan v poméru 1:3.
Poté byl pfes sorbent promyt extrakt vzorku obsahujici PAU. Z divodu uvolnéni veskerého
analytu byly prazdné barky znovu promyty 2 ml hexanu a umistény na nékolik sekund do
ultrazvukové lazné. Vysledny eluat byl stejné jako v pfedchozim kroku opét preveden na
sorbent a promyt. Na zavér byl sorbent promyt 8 ml ¢istého hexanu a 10 ml smési
dichlormethan-hexan v poméru 1:3. Banka s Cistym extraktem byla opét umisténa na
vakuovou rotacni odparku (teplota = 40 °C, tlak = 156 mbar), kde doslo k odpareni veskerého
rozpoustédla. Odpareny extrakt byl znovu rozpustén 2 ml hexanu. Do vysledného extraktu byl
na zavér pridan roztok interniho standardu p-TER-d14 (p-Terphenyl-dia, koncentrace 500 ug/l).
Extrakce PAU ve vzorcich koren( (1 g) a nadzemni biomasy (1 g) kukufice seté probihal stejnym
postupem jako v pfipadé pad.

Stanoveni PAU probihalo na plynovém chromatografu Agilent HP 6890 N (Agilent
Technologies, USA) spojeného s hmotnotnim detektorem Agilent HP 5975 (Agilent
Technologies, USA) a vybaveného automatickym vzorkovacem Agilent 7683B a DB-EUPAH
(vnitfni primér 20 m x 0,18 mm, 0,14 um tloustka filmu) kapilarni kolonou (Agilent J&W
Scietific, USA). Nosnym plynem bylo &isté helium (HiQ, 6,0, Linde, Ceskad republika) pfi
konstantni prdatokové rychlosti 1,0 ml/min. Vzorky byly davkovany v pulznim reZzimu bez
rozdéleni extraktu (1 pl, pratok proplachovani 70 ml/min pti 0,75 min), pulzni tlak 25,0 PSI
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(,libra na ¢tverecni palec”). Teplotni rezim byl: 300 °C na hmotnostnim detektoru a kvadrupol
byl vyhtivan pfi 180 °C. Teplotni program kapildrni kolony DB-EUPAH byl zpo¢atku udrzovan
pfi 50 °C po dobu 1 minuty a poté zvysen na 300 °C/min rychlosti 10 °C/min a udrZovano po
dobu 10 minut pfi konec¢né teploté 300 °C. Hmotnostni spektrometr byl provozovan za pouZiti
ionizace elektron (70 eV) a sbér dat byl provadén v rezimu selektivniho sledovani iont( (SIM)
s charakteristickymi molekuldrnimi ionty kazdého PAU. PAU v plidnich extraktech byly
identifikovany na zakladé retencnich c¢asd standardl 16 individudlnich PAU ve smésném
roztoku SV Calibration Mix 5 (2 000 mg/1) a kvantifikovany pomoci faktor( odezvy souvisejicich
s prisluSnymi vnitinimi standardy na zakladé externi pétibodové kalibra¢ni kfivky (10-1000
ug/l) pro kazdou jednotlivou slouceninu PAU. Kalibracni krivky vykazovaly pfijatelnou linearitu
(R>0,99) pro kazdy PAU.

Tabulka 8: Meze detekce 16 PAU pomoci GC/MS [ug/kg].

NA ACE AC FL FE AN FLU PY
1,8 2,1 2,3 2,8 2,5 2,4 3,1 2,9
BaA CH BbF BkF BaP DA IP BP
3,0 3,8 2,9 3,2 3,3 5,8 5,5 5,9

5.5 Zpracovani dat a statistické vyhodnoceni

Uroveri degradace PAU v jednotlivych variantdch byla stanovena rozdilem mezi
obsahem 16 PAU v pldach na zacatku pokusu v ¢ase To a obsahem téchto latek na konci
pokusu v ¢ase Tioo. Intenzita degradace kazdého PAU je zndzornéna v grafu 1 a v grafu 2.

Tyto vysledky byly dale statisticky vyhodnoceny v programu STATISTICA 12 Cz
(StatSoft), za ucelem posouzeni rozdil( v Ucinnosti degradace mezi jednotlivymi variantami.
K tomu bylo vyuzito testl jednofaktorové analyzy rozptylu (ANOVA) u souborl dat, které
spliovaly predpoklady pro vyuziti této metody (FE, AN, FLU, BaA, CH, BkF, DA). Normalita
vSech dat byla ovérena pomoci Shapiro-Wilkova testu a shodnost rozptyll pomoci Levenova
testu. Statisticky vyznamné rozdily mezi variantami byly stanoveny Tukeyho metodou
mnohondsobného porovnani. Oba testy byly stanoveny na hladiné vyznamnosti a = 0,05.

Vzhledem ksituaci, Ze ne vSechna naméfend data jednotlivych PAU splfovala
podminky pro stanoveni metodou analyzy rozptylu, byla vyuzZita jesté neparametrickd metoda
Kruskal-Wallisova ANOVA (NA, ACE, AC, PY, BbF, BaP, IP, BP). Statisticky vyznamné rozdily mezi
variantami byly stanoveny metodou vicendsobného porovnani primérného poradi pro
vSechny skupiny. Hladina vyznamnosti a = 0,05.
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6 Vysledky

Pro prehlednost jednotlivych analyz byly vysledky zpriimérovdny pro kazdou variantu
a doplnény o smérodatné odchylky v programu Microsoft Excel 365 ProPlus. Vysledky pak byly
sefazeny do tabulek zvlast pro vzorky pld v ¢ase To a zvlast pro vzorky pad v ¢ase Tigo.
V nasledujicich tabulkach je moziné vidét vysledky, charakterizujici zakladni vlastnosti pud
v jednotlivych variantach, mezi které patfi pH, EC (mérna elektricka vodivost), susina, obsah
organické hmoty, procentické zastoupeni zdkladnich prvk( tvofici organickou slozku pad
véetné pomérl mezi témito prvky. Tabulky 9, 10 a 11 popisuji vlastnosti pud To a tabulky 12;
13 a 14 popisuji vlastnosti ptd T1oo.

Tabulka 9: Zakladni charakteristika pGd To.

Varianta pH H20 pH CaCl; EC [uS/cm] Susina [%]
A 5,65+0,13 4,80 + 0,02 83,4+8,6 98,5+0,2
M 5,48 £ 0,08 4,69 £ 0,05 113,9+3,9 98,6 0,1
A+P 6,96 £ 0,11 6,17 £ 0,21 627,2+74,3 98,8+0,1
M+P 6,40+ 0,22 5,82+0,15 498,6 £ 23,0 98,7+0,0
F 5,32+0,23 5,00+0,13 86,8+ 5,6 98,6 £ 0,0
FM 4,88 £ 0,25 4,69+0,04 116,3+7,5 98,4+0,1
F+P 6,40+0,18 6,27 £0,13 556,2 +32,9 97,0+ 2,1
FM+P 5,91+0,09 5,89 £ 0,02 505,1+47,2 98,5%0,2
Tabulka 10: Elementdrni analyza pad To.
Varianta ﬁ;sg:;‘[’:/f]' N [%] C [%] H [%] S [%] 0 [%]
A 50+0,2 0,18+0,01 1,85+0,07 0,80+0,03 0,02+0,00 2,19+0,18
M 6,1+04 0,18+0,02 2,05+0,25 0,80+0,06 0,02+0,00 3,08+0,54
A+P 52+04 0,17+0,01 198+0,07 0,74+0,03 0,05+0,03 2,27+0,30
M+P 6,2+0,3 0,18+0,01 2,24+0,07 0,79+0,02 0,04+0,01 2,93+0,36
F 50+0,2 0,17+0,00 2,00+£0,05 0,83+0,01 0,02+0,00 2,02%0,14
FM 6,0+0,3 0,18+0,01 2,12+0,08 0,83+0,02 0,02+0,00 2,88+0,35
F+P 50+0,2 0,17+0,01 2,15+0,05 0,78+0,03 0,03+0,00 1,86+0,22
FM+P 6,0+05 0,18+0,01 2,31+0,17 0,80+0,03 0,03+0,01 2,63+0,52
O - vyjadfuje zastoupeni kysliku, pochazejiciho z organickych sloucenin
Tabulka 11: Pomér mezi jednotlivymi prvky (ptdy To).
Varianta Pomér C/H Pomér C/O Pomér C/N
A 2,32 +£0,02 1,13+0,11 10,54 £ 0,50
M 2,55+0,15 0,9310,26 11,70+ 0,80
A+P 2,67 £ 0,03 1,18 + 0,16 11,48 £0,21
M+P 2,83 10,07 1,04 £ 0,15 12,45+0,23
F 2,41 +0,04 1,32+ 0,08 11,60 + 0,03
FM 2,56 £ 0,07 0,99+0,14 12,04 £ 0,10
F+P 2,76 £ 0,07 1,57 +£0,22 12,74 £ 0,25
FM+P 2,86 +£0,12 1,22 £ 0,27 12,74 £ 0,21
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Tabulka 12: Zakladni charakteristika pad T1go.

pH CaCl;
4,47 £ 0,15
4,73 +0,02
5,26 £ 0,08
5,42 + 0,05
4,46 £ 0,04
4,61+0,01
5,24 + 0,04
5,34 + 0,03

C [%]

1,92+0,13
2,15+0,14
1,93 £0,06
2,28+0,28
1,87+0,11
2,29+0,25
2,17+0,13
2,81+0,36

Varianta pH H20
A 5,56 £ 0,20
M 5,69+0,11
A+P 6,10+ 0,18
M+P 6,26 £ 0,11
F 5,46 £ 0,10
FM 5,56+ 0,10
F+P 6,08+0,11
FM+P 6,23 £ 0,07
Tabulka 13: Elementdrni analyza p0d T1oo.
. Obsah org.
Varianta hmoty [%] N [%]
A 4,8+0,2 0,18 +0,01
M 54+0,1 0,18+0,00
A+P 50+0,1 0,16 £ 0,00
M+P 54+0,1 0,18%0,02
F 51+0,3 0,16 £ 0,00
FM 57+0,2 0,18%+0,01
F+P 54+0,1 0,17+0,01
FM+P 59+0,1 0,20%0,02

O - vyjadfuje zastoupeni kysliku, pochazejiciho z organickych sloucenin

Tabulka 14: Pomér mezi jednotlivymi prvky (ptdy T100).

Varianta

A
M
A+P
M+P
F
FM
F+P

FM+P

V ramci ovéreni vlivli pfitomnosti substratu obsahujiciho hlivu a zvySené koncentrace
PAU na rostliny kukufice seté byla stanovena kli¢ivost semen, vySka jednotlivych rostlin,
hmotnost nadzemni biomasy a kofen( v dobé sklizné a nasledné po vysuseni. Z jednotlivych
hmotnosti byla stanovena susina nadzemni biomasy 36,6 + 0,7 % a susina koren( rostlin 33,2
+ 3,8 %. Dalsi vysledky téchto analyz jsou uvedeny v tabulce 15. Jednofaktorovda ANOVA a
Tukeyho mnohondsobné porovnani prokdzaly statisticky vyznamné rozdily ve vysce kukufic.
Neparametrickymi metodami byl stanoven také rozdil ve hmotnosti nadzemni biomasy. Pro

Pomér C/H
2,42 £0,19
2,58+0,11
2,75+£0,12
3,02+0,15
2,36 £ 0,09
2,72+0,12
2,85 +0,07
3,22 +0,23

EC [uS/cm] Susina [%]
58,4+ 13,9 98,0+1,2
70,5+16,8 98,6 £ 0,2
271,4+71,0 99,0+0,0
297,9+60,1 98,2+1,0
43,0+5,8 98,9+0,1
60,8 £ 6,3 98,4 +£0,5
185,6 £17,8 98,8 +0,2
177,8 £ 22,1 98,5+0,3
H [%] S [%] 0 [%]
0,79+0,01 0,01%+0,00 1,87%0,18
0,83+£0,02 0,01+£0,00 2,26+0,15
0,70+£0,02 0,02+0,01 2,60+0,59
0,75+£0,06 0,02+£0,00 2,20%£0,38
0,79+0,03 0,01+£0,00 2,35%+0,26
0,84+£0,06 0,01+£0,00 2,34+0,22
0,76 £0,04 0,03+£0,01 2,32+0,34
0,87+£0,05 0,02+£0,00 1,98+0,55
Pomér C/O Pomér C/N
1,38+ 0,17 10,97 £1,08
1,27 £0,15 11,75+0,47
1,03+0,18 11,86 £ 0,58
1,46 £ 0,47 12,98 + 0,62
1,07 +£0,13 11,76 £ 0,43
1,33+0,27 12,48 £+ 0,54
1,28 £ 0,27 13,03 £ 0,07
2,16 £ 0,97 13,86 +0,72

kli¢ivost nebyly prokazany zadné statisticky vyznamné rozdily (a = 0,05) mezi variantami.
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Tabulka 15: Charakteristika rostlin kukufice seté v jednotlivych variantach pad.

Varianta Klicivost [%] Vyska [cm] Susina NB [g] Susina K [g]
F 82,50+ 2,5 154,5+9,7° 130,6 + 5,6%° 18,8+ 2,3
FM 78,75+£5,4 119,3 + 10,8 79,3+1,8° 11,7+0,8
F+P 78,75+ 2,2 158,4 £ 13,52 157,7 + 36,8 22,4+3,1
FM+P 81,25+4,1 123,0 + 8,8 81,9 + 2,82 11,9+1,0

NB — nadzemni biomasa/ K — kofeny/ Rozdilna mala pismena ve sloupcich u jednotlivych hodnot znamenaiji
statisticky vyznamné rozdily mezi variantami (a = 0,05)

Analyzou ergosterolu ve vzorcich pud bylo mozné urcit obsah celkové biomasy hub
(tabulka 16). Vysledky jsou uvedeny jako mnoZstvi ergosterolu na kilogram vysusené pudy.
Mezi jednotlivymi vysledky ergosterolu nebyly statistickymi metodami zjiStény Zadné
vyznamné rozdily (a = 0,05). Mikrobialni aktivitu znazornuji vysledky ligninolytickych (tabulka
17) a hydrolytickych (tabulka 18) enzymu v jednotlivych variantach. Vysledky jsou vyjadieny
v enzymovych jednotkach (U) na gram vysusené plidy. Statisticky vyznamné rozdily (a = 0,05)
mezi variantami byly zjistény pouze u lakazy, chitindzy a cellobiohydrolazy. Pro zbylé enzymy
nebyly rozdily statisticky prokazany (a = 0,05).

Tabulka 16: Obsah ergosterolu ve vzorcich ptdy Toa Ti00 [Mmg/kg].

Varianta Pldy To Pudy T100

A 7,71 £0,29 10,98 £ 0,67

M 16,55+ 1,05 30,16 £ 0,80
A+P 10,50 £ 0,50 19,98 £ 0,00
M+P 14,93 £0,43 17,37 £0,34

F 6,21 £0,29 14,65 £ 0,10

FM 18,28 £+ 0,53 35,23 +0,97
F+P 10,81 + 0,56 14,55 £ 0,41
FM+P 15,61+0,14 22,24 +£0,33

Tabulka 17: Obsah ligninolytickych enzyma ve vzorcich pdd To a T100 [mU/g].

Varianta Cas Lakaza Mn-peroxidaza Oxidaza Peroxidaza
A To 0,47 +0,12"8 0,43+0,29 0,88+0,32 0,35+0,16
T100 0,26 + 0,158 0,58+0,24 0,84+0,52 2,08+0,49

M To 0,65 + 0,258 0,47 £0,16 0,95+0,21 0,80+0,23
T100 0,37 +0,1278 0,87 +0,59 0,81+0,32 0,38+0,27

A+P To 0,69 + 0,42"8 0,99 £ 0,65 1,16 +0,76 0,82 +0,35
T100 0,45 +0,24"8 0,89 + 0,00 0,71+0,38 0,15+0,07

M+P To 1,04 £+ 0,128 0,52 + 0,00 0,75+0,15 0,35+0,19
T100 0,48 +0,27"8 1,02 £ 0,27 0,60+0,44 0,33+0,00

F To 0,65 + 0,34"8 1,44 £ 0,87 0,62+0,31 0,46 +0,02
T100 0,38 +0,30"8 0,51+0,11 0,81+0,21 0,11+0,03

EM To 0,93 + 0,358 0,41+0,29 1,12+0,42 0,60%0,22
T100 0,62 + 0,40"8 0,37+0,16 0,72+0,38 0,89+0,26

F+p To 0,65 + 0,258 0,64 £ 0,36 0,78+0,28 0,40+0,20
T100 0,23 +0,20"8 11,27 +1,18 1,05+0,12 2,84+2,0
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FM+P

To
T100

1,17 £ 0,36"
0,46 + 00,2148

0,30+0,11
0,68 £ 0,60

0,62 + 0,07
0,73+0,39

0,07 +0,03
0,66 £ 0,35

Rozdilna velka pismena ve sloupci znamenaji statisticky vyznamné rozdily (a = 0,05) mezi jednotlivymi variantami

v pribéhu ¢asu

Tabulka 18: Obsah hydrolytickych enzymi ve vzorcich ptd To a T100 [U/g].

Varianta

A+P

M+P

FM

F+P

FM+P

Cas
TO
T100
T0
T100
T0
T100
T0
T100
T0
T100
TO
T100
TO
T100
TO

T100

R-D

glukosidaza

2,83+0,34

2,87+1,21

3,97 +£1,00

2,51+1,38

3,42+ 2,00

1,65+0,54

3,00+ 0,49

3,09+0,90

3,28+0,7

2,02+0,61

2,33+0,52

2,82+0,72

2,83+0,18

2,44 + 0,59

3,46 £ 0,95

1,14+ 0,29

Kysela
fosfataza

1,58+0,34
1,25+0,41
1,45+0,30
1,05+0,40
1,86 + 0,69
0,59+0,28
1,94+1,72
1,28 +0,41
1,04+0,14
0,73+0,53
0,72+0,18
1,04+0,44
1,25+0,51
0,97 +£0,30
1,25+0,49

0,19+ 0,04

Chitinaza

0,75+0,14
abAB

0,23+0,08
abB

2,19+1,20

aA

0,31+0,10
abAB

0,73+0,27
abAB

0,19+0,08

aB

0,92 +0,38
abAB

0,37 0,16
abAB

0,86 +£0,31
abAB

0,30+0,14
abAB

0,81+0,33
abAB

0,59+0,17
bAB

0,48 £ 0,08
bAB

0,35+0,13
abAB

0,65+0,23
abAB

0,48 +£0,16
abAB

Cellobio-
hydrolaza

0,53+0,22
0,28 £0,22
0,41+0,19
0,21+0,13
0,68 £0,22
0,32+0,20
0,25 +0,07
0,54 +0,40
0,35+0,13
0,22 +0,08
0,66 £ 0,56
0,46 £ 0,26
0,54+0,24
0,27 +0,15
0,35+0,20

0,26 + 0,07

Lipaza
23,55 +

13,98
11,80+ 3,77

a

13,73 +£3,23

14,19 £ 3,20
ab

15,56 + 1,33

13,77 £1,28
ab

16,97 + 2,56

19,45 +5,34
ab

13,86 £ 1,67

19,20+ 2,44
ab

19,15+ 4,74

22,55+6,84
ab

19,82 £ 5,16

25,38+6,76
b

19,63 £5,83

20,72 £ 4,23
ab

Rozdilna mala pismena ve sloupcich znamenaji statisticky vyznamné rozdily (a = 0,05) mezi variantami ve stejném

Case a velkd pismena znamenaji statisticky vyznamné rozdily (o = 0,05) mezi jednotlivymi variantami v pribéhu

casu

Vzhledem k nizkym hodnotam (pod mezi detekce GC/MS viz tabulka 8) obsahu vsech
16 sledovanych PAU v nadzemni ¢3sti rostlinné biomasy nebylo v této praci moziné urcit

translokacni faktor. V kofenech rostlin byl ve variantach F+P a FM+P naméren obsah NA, FE,

AN, FLU, PY a BaA (viz tabulka 19). Pro tyto varianty byl uréen bioakumulacni faktor, vypocitany



jako: BF = (Ck — C10).100, kdy Cx znamenad celkova koncentrace PAU v kofenech rostlin a Cro
celkova koncentrace PAU v puddach To. Bioakumulacni faktory obou variant jsou pomérné
nizké: 3,15 % pro variantu F+P a 3,9 % pro variantu FM+P.

Tabulka 19: Obsah jednotlivych PAU v kofenech rostlin kukufice seté [ug/kg].

Varianta

F+P

FM+P

NA

12,3+
2,76

25,90+
4,04

FE
6,20 £
1,66
570+
0,62

AN
6,43 £
1,85
7,78 £
1,83

FLU PY BaA
11,33 + 5,78 £ 515+
2,62 1,51 0,81
5,68 £ 5,98 + 510+
1,07 1,13 1,02

V pudach byl ve vSech variantach obsahujicich popel (3; 4; 7 a 8) naméren obsah 15
PAU jak ve vzorcich To (tabulka 20), tak ve vzorcich Tigo (tabulka 21). Obsah FL byl ve vSech
variantdch pod mezi detekce. Stejné tak obsah vsech PAU ve variantach bez pfidavku popelu

(1; 2; 5 a 6) byl pod mezi detekce stanoveni. U¢innost degradace jednotlivych PAU v riiznych

variantach je zobrazena v grafu 1 a v grafu 2. Statisticky vyznamné rozdily (a = 0,05) mezi

variantami byly stanoveny u vSech sledovanych PAU kromé DA, IP a BP, jejichZ degradovany

obsah byl ve vSech variantach velmi nizky. Graf 3 vyjadfuje intenzitu degradace vsech

sledovanych PAU procentualné a graf 4 zobrazuje celkovou degradaci v jednotlivych

skupinach, rozdélenych podle relativni molekulové hmotnosti (viz tabulka 1) a celkové

mnozstvi degradace vSech PAU v jednotlivych variantach.

Tabulka 20: Obsah jednotlivych PAU ve vzorcich pady To [ug/kg].

Varianta NA

ae e
w2282
e
NP o
BaA

+

e
+
w5227
+
ST
+

ap 5545

ACE
54,24 +
5,42
52,58 +
5,26
53,98 +
5,40
52,56 +
6,67
CH
86,83 +
4,10
84,17 +
3,98
86,4 +
4,08
84,12 +
6,15

PMD — pod mezi detekce GC/MS

AC
33,27
4,73
32,25+
4,59
33,11 +
4,71
32,15+
5,09
BbF
120,07
+7,97
116,4 £
7,73
119,49
+7,93
116,49
+10,74

FL
PMD

PMD

PMD

PMD

BkF
76,27
3,99
73,93
3,87
75,89
3,97
73,88 +
5,75
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FE
145,36
+ 4,96
140,91
+ 4,80
144,65
+4,93
140,96
+ 8,89

BaP
179,66
+7,54
174,16
+7,31
178,78
+7,50
174,33

+12,62

AN
130,83
+6,77
126,83
* 6,56
130,19
+6,73
126,59
+ 5,06

DA
33,52

4,69
32,49 +

4,55
33,35+

4,67
32,33 +

4,88

FLU
144,06
* 14,06
139,65
+13,63
143,35
+ 13,99
139,87
17,11

IP
45,74 +

1,21
44,34 +

1,17
45,52 +

1,20
44,17 +

2,00

PY
158,88
+13,13
154,02
12,72
158,1

13,06
154,29
17,26

BP

61,79 +
5,14
59,9 +
4,98
61,49 +
5,11
59,57 +
3,42



Tabulka 21: Obsah jednotlivych PAU ve vzorcich pady Tioo0 [ug/kg].

Varianta NA

AP i
w227
e 52
e s
BaA

4,66 +

e
+

+

e S
+

wep 4190

ACE
48,53 +
6,01
48,02 +
5,28
44,04 +
4,95
34,69 +
6,30
CH
79,09 +
6,37
78,72 %
4,54
73,22 %
3,73
60,80 *
8,00

PMD — pod mezi detekce GC/MS

AC
29,6 £
3,92
29,11+
4,23
27,95 +
3,42
22,06 +
2,93
BbF
115,63
+ 8,42
107,85
+5,63
106,075
+7,55
102,27
+10,58

FL
PMD

PMD

PMD

PMD

BkF
72,34
2,68
68,16 +
2,92
65,91 +
1,52
65,87 +
6,73

FE
135,32
+ 8,57
125,7 +

3,29
118,29
16,63
99,71 +

6,56

BaP
170,56
+9,22
158,58
+9,37
161,61
+2,77
154,45
+ 14,31

AN
122,93
+7,50
117,54
+4,81
107,13
+ 6,62
89,77

9,16

DA
30,13 £

2,86
30,38 +

4,23
30,81 +

4,64
26,45 +

6,42

FLU
131,6 +
15,68
126,8 +
13,59
120,41
+11,98
105,31
+ 14,09
IP
42,41 +
2,20
41,22 +
0,78
41,64 +
1,09
38,69 +
2,84

PY
146,65
+ 14,23
141,56
+ 14,88
130,77
+10,26
110,16
+11,20

BP
56,89 +

6,01
55,65 +
4,01
56,70 +
4,52
51,40 +
1,98

Analyza rozptylu neprokazala statisticky vyznamné rozdily mezi Urovni degradace DA
v jednotlivych variantach. Kruskal-Wallisovou ANOVOU a vicendsobnym porovnanim nebyl
stanoven rozdil mezi variantami pro IP a BP. U ostatnich PAU byl témito metodami stanoven

alespon 1 rozdil.

U¢innost remedaiace PAU v jednotlivych variantach
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Graf 1: Mnoizstvi degradovanych PAU v pudé jednotlivych variant nadobového pokusu véetné
chybovych Usecek, udavajicich standardni chybu. Malymi pismeny jsou nad sloupci vyznaéeny
rozdily mezi variantami, které byly stanoveny metodami mnohonasobného porovnani (a =

0,05).
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Graf 2: Mnozstvi degradovanych PAU v pudé jednotlivych variant nadobového pokusu véetné
chybovych usecek, udavajicich standardni chybu. Malymi pismeny jsou nad sloupci vyznaceny
rozdily mezi variantami, které byly stanoveny metodami mnohondasobného porovnani (a =

0,05).
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Graf 3: Procentualni vyjadreni degradace sledovanych PAU v pldach jednotlivych variant.
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Snizeni obsahu jednotlivych skupin PAU
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Graf 4: Hodnoty degradace PAU s nizkou (NMH), stfedni (SMH) a vysokou (VMH) relativni
molekulovou hmotnosti ve srovnani s celkovou degradaci viech PAU vcetné chybovych

usecek, uddavajicich standardni chybu.
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7 Diskuze

Vzhledem ke struktufe pokusu bylo v ramci prace moZzné vyhodnotit vliv pfitomnosti
vy$siho obsahu PAU v pladach na vynos rostlin kukufice seté. Z primérnych hodnot vysky a
hmotnosti nadzemni biomasy vyplyva, Ze byl rlst rostlin v nékterych variantach inhibovan. Ve
vysledcich je mozné vidét vyrazné vyssi hodnoty jak vysky (az o 25 %), tak vahy (az o 50 %)
nadzemni biomasy u variant F a F+P. Rozdil mezi variantami byl prokdzan také statistickym
vyhodnocenim (a = 0,05). Tato situace ale nenaznacuje negativnimu vlivu pfitomnosti vyssiho
obsahu PAU v pudach. Misto toho byl rlst rostlin ovlivnén pfitomnosti houbového substratu,
obsahujiciho hlivu Ustfi¢nou. Vztah téchto mikroorganismu lze tudiz oznacit jako konkurenci
vUci rostlinam. Toto tvrzeni podporuiji i vysledky praimérné hmotnosti vypranych korena, které
jednoznaéné poukazuji na rozvinutéjSi kofenovy systém rostlin u variant F a F+P. Vliv
pfitomnosti popelu nebo houbového substratu na kli¢ivost semen kukutice seté nebyl
vyznamny. Pozitivni Ucinek pfitomnosti PAU na rostliny ve smyslu zvySeného mnoizstvi
rostlinné biomasy v pddach obsahujicich 2 mg/kg BaP uvadi také Sun & Zhou (2016), ktefi
zaznamenali rozdil ve vynosu 2 druh rostlin (aksamitnik rozkladity (Tagetes patula) a nocenka
zahradni (Mirabilis jalapa)) oproti kontrolni padé. Dale uvadi, Ze pfilis vysoké koncentrace BaP
(> 5 mg/kg) uz plsobi negativné na rist rostlin, tudiz se da fict, Ze do urcité miry mohou PAU
jako zdroj Zivin stimulovat rUst rostlin a mikroorganisma v ptdach.

Z dat zdkladni charakteristiky pud byly zfetelné rozpoznatelné vzorky s pridavkem
popelu, jejichz pH se pohybovalo kolem 6, zatimco ostatni varianty bez popelu mély pH
pomérné nizsi. Rozdil byl pozorovatelny i ve vysledcich mérné elektrické vodivosti, kde bylo u
variant obsahujicich popel mozné vidét az 7x vyssi hodnoty dlsledkem vyssiho obsahu iontu
v téchto pldach. Rozdily v pribéhu ¢asu mezi plidami To a T100 byly pozorovany pouze u EC,
kde doslo k poklesu ve viech variantdch pud. Vyrazné rozdily prevainé u vzork( s popelem
mohly byt zplsobeny ¢innosti mikroorganisma a rostlin, které vyuzivaji jednotlivé latky v ptidé
jako zdroj zZivin, a tudiZz zpUsobuji pokles vyskytu volnych iont v pldach. Obsah organické
hmoty v pGdach tvofil 5-6 % z celkového sloZeni. Vyssi hodnoty aZ o 1 % byly podle ocekavani
naméreny u variant s houbovym substratem. Vyraznéjsi rozdily v obsahu organické hmoty
mezi jednotlivymi variantami byly stanoveny v plddach To, presto i v pldach Tigo bylo mozné
vidét rozdily mezi vzorky s obsahem houbového substratu a bez néj. V prlbéhu casu lze
pozorovat u vétsiny variant Ubytek organické slozky ptd, coz mize byt zpGsobeno ¢erpanim
Zivin mikroorganismy a rostlinami. Tento pokles obsahu organické slozky mize poukazovat
také na degradaci PAU a sniZeni jejich celkového obsahu.

Moznost poklesu obsahu mikroorganismd v pldach, jako jednu z pficin snizeni
organické hmoty pad v prabéhu ¢asu, bylo mozné vyloucit na zakladé namérenych hodnot
ergosterolu ve vzorcich. Z vysledku je patrné zvyseni obsahu ergosterolu (mikroorganismu) ve
vsech variantach puad, véetné téch bez pridaného houbového substratu. Nejvétsi nardst (o 58
%) byl zaznamenan u varianty F, kterd na zacatku pokusu obsahovala nejmensi mnoZstvi
ergoserolu. To znadi, Ze i v pudach bez pfidaného houbového substratu doslo k narlstu
pfirozené se vyskytujicich mikroorganism(l. Zvyseni autochtoni houbové biomasy zplsobené
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stimulaci kofenovymi exudaty rostlin a s tim souvisejici nar(ist enzymatické aktivity uvadi ve
své praci KoSnar et al. (2019). V polnich podminkach ke stejnému zjiSténi dospéli také Sun et
al. (2011). Nejvétsi obsah ergosterolu v plidach To i T100 byl naméren ve variantdch M a FM.
Zaroven doslo u téchto variant k jeho narlstu v priibéhu ¢asu o 45-48 %. U variant M+P a
FM+P, které obsahovaly kromé houbového substratu i popel, byly naméreny také vyssi
hodnoty ergosterolu, narlst v ¢ase ale nebyl tak vyrazny. Je tedy mozné, ze pfimés popelu
v pudach mohla inhibovat rlist mikrobidlni populace a pusobit tudiz negativné na tyto
organismy. Vliv pfitomnosti rostlin na mikroorganismy v ptidé neni na vysledcich ergosterolu
patrny, na rozdil od opacné situace, kdy byl pozorovan negativni vliv pfitomnosti
mikroorganismu na rUst rostlin.

evvs

simuluje pfirozenou atenuaci v pldach. Stejné zjisténi uvadi ve svych vysledcich Kosnar et al.
(2019), kde uroven degradace YPAU timto zplsobem cinni 4,8 %. V porovnani s touto praci
(degradace YPAU = 7,4 %) se jedna o podstatné nizsi ucinnost. Kromé ACE a AC, u kterych

evvs

vy

Uroven odstranéni ze vSech (degradace BbF pouze 3,7 %), ucinnost remediace nékterych
slozitéjsich latek jako DA nebo BP byla v porovnani s mykoremediaci ¢i dokonce fytoremediaci

a statisticky neprukazné (a = 0,05).

U¢innost mykoremediace se pfili§ neli$ila od pfirozené atenuace a v nékterych
pfipadech prevainé u sloZitéjsich latek s vyssi relativni molekulovou hmotnosti byla dokonce
nizsi. Pro tuto skupinu se pfirozena atenuace ukazuje jako ucinnéjsi az u 5 z8 VMH PAU.
Rozdily v Ucinnosti odstranéni mezi mykoremediaci a pfirozenou atenuaci byly ale velmi nizké
(<3,6 %) a ani u jednoho z 16 PAU nebyly statisticky prokdzadny (a = 0,05). Leonardi et al. (2007)
uvadi ucinnost P. ostreatus na degradaci PAH se 3 a 4 aromatickymi kruhy az 73 %. Takto
vysoké ucinnosti v této praci dosazeno nebylo. Dale pak popisuje moznosti vyuZiti povrchové
aktivnich latek ke zlepsSeni biologické dostupnosti prevainé VMH PAU, kde jako ucinné
oznacuje sojovy olej a Tween 80.

Pomérné nizkou ucinnost mykoremediace bylo mozné vysvétlit na vysledcich
naméreného obsahu ligninolytickych enzymU v puadach, které jsou ukazatelem aktivity
houbové biomasy. Jednotlivé hodnoty téchto enzyma byly velmi nizké, a kromé jedné vyjimky
nepresahovaly 3 mU/g. Vétsina vysledki byla dokonce nizsi nez 1 mU/g. KoSnar et al. (2019)
ve své praci uvadi hodnoty lakdzy a Mn — peroxidazy u rliznych variant s houbovym substratem
obsahuijici hlivu Ustficnou i bez néj o nékolik rada vyssi (0,1 - 1,5 U/g). Rozdil v produkci
ligninolytickych enzymu byl dan nejspiSe odliSnymi podminkami prostfedi, kde mohla byt
v pfipadé této prace aktivita houbovych organism( inhibovana napfiklad dalsimi latkami,
vyskytujici se v popelu ze spalovani biomasy. Na druhou stranu mohlo v priibéhu ¢asu dojit
k poklesu aktivity lakazy a dalSich enzym{, jak uvadi Wu et al. (2008), ktefi popisuji uplny
pokles aktivity extrahovatelné lakazy v pribéhu prvnich 14 dnech od zacatku inkubace. | pres
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velmi nizké hodnoty bylo ale mozné vidét rozdily v produkci ligninolytickych enzymd mezi
variantami. Obsah lakazy ve vzorcich simulujici mykoremediaci byl vyssi nez u pfirozené
atenuace. Stejné tak tomu bylo i ve vSech ostatnich pfipadech s pfimési houbového substratu
oproti jejich alternativdm bez tohoto substratu. Obsah oxiddzy, peroxidazy a Mn — peroxidazy
byl ale vy3si u varianty A+P v porovnani s variantou M+P. Z toho vyplyvd, Ze i autochtonni
mikroorganismy v plidach se podilely na tvorbé ligninolytickych enzym, a tudiZz na procesu
degradace PAU. V priibéhu casu doslo u vSech variant k poklesu obsahu lakazy, ktery byl
statisticky prokazan (o = 0,05) mezi variantou FM+P na pocatku pokusu a variantou A na konci.
Snizeni obsahu lakazy v pribéhu ¢asu spolecné s vyssi produkci ostatnich ligninolytickych
enzym( autochtonnimi organismy ve varianté A+P mohlo tudiZ souviset s intenzitou
degradace PAU. Degradaci pomoci lakdzy se ve své praci zabyva Wu et al. (2008), ktery
popisuje jeji vysoky ucinek u 13 PAU podle US EPA, prevazné pak u AN (86 % pfi obsahu lakazy
10 U/g) a BaP (60 % pfi obsahu lakazy 10 U/g) béhem pouhych 24 hodin. Dale pak uvadi zvyseni
ucinnosti degradace pfidanim redoxnich mediator( (ABTS), které vyrazné prispély k degradaci
AN, BaP a BaA. Intenzitu degradace v prlibéhu ¢asu pomoci ligninolytickych enzym( s vyuzitim
hlivy Ustriéné popisuji Eggen & Majcherczyk (1998), ktefi uvadéji na prikladu BaP ucinnost
odstranéni v prvnim mésici inkubace az 40 %, zatimco v druhém mésici byla u¢innost navysSena
o pouhych 9 %. Zajimavosti je, Ze na konci jejich experimentu nebyl nalezen zadny obsah
jednodussich meziproduktl (napf. chinony) v pudach. To vysvétluji bud kompletnim
metabolizaci BaP nebo tvorbou jinych meziproduktu.

Na rozdil od ligninolytickych enzym( byl obsah hydrolytickych enzym ve viech plidach
vyrazné vyssi (0,2 - 25,4 U/g). Rozdil mezi obsahem téchto dvou skupin enzyml je aZ o 3 Fady.
Lze tudiz predpokladat, Ze na degradaci PAU se z vétsi Casti podilely pravé hydrolytické
enzymy. Nejvice bylo ve vzorcich zjisténo lipazy, jejiz obsah neklesl ani u jedné z variant pod
10 U/g. Jedna se také o jediny z této skupiny enzym, u kterého byl v pribéhu ¢asu naméren
ve vétsiné pripadl narlst, znacici zvySeni enzymatické aktivity. Nizky pokles v priibéhu ¢asu
byl zaznamendn u varianty M+P (o 12,8 %), ktera ale jako jedind vykazuje nardst obsahu
cellobiohydrolazy vice jak o polovinu pavodniho obsahu. Druhy pokles v ¢ase byl zaznamenan
u varianty A, kde celkovy obsah lipazy klesl na polovinu. Zaroven byl v ¢ase Tigo zjiStén
statisticky vyznamny rozdil (a = 0,05) v obsahu lipazy pravé mezi variantou A a variantou F+P.
Obsah ostatnich hydrolytickych enzym( nebyl tak vysoky jako v pripadé lipazy, presto stdle
vyrazné vyssi nez obsah ligninolytickych enzymd. Druhym, nejvice zastoupenym enzymem
v pldach, byla B-D glukosidaza, jejiz hodnoty dosahovaly v ¢ase To primérné 3,1 U/g a v Case
T100 pak v priméru 2,3 U/g. Mnoistvi kyselé fosfatazy bylo vice jak 2x nizsi nez mnozstvi R-D
glukosidazy a celkové mnoistvi chitinazy a cellobiohydroldzy v jednotlivych variantach
nepresahovalo 1 U/g. Vyjimkou je varianta M, kde byl naméren v ¢ase To zvySeny obsah
chitinazy (2,19 U/g), ostatni enzymy vsak nenaznacuji zvysené enzymatické aktivité v této
varianté.

Fytoremediace s vyuzitim rostlin kukufice seté na rozdil od mykoremediace a pfirozené
atenuace odstrafiovala vétSinu latek podstatné Iépe. Kromé DA a BP byla u ostatnich PAU
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vyrazné ucinnéjsi a je tudiz mozné ji v ramci této prace oznacit jako jednu z lepSich metod pro
odstranéni tohoto typu latek z pid. U vice jak poloviny sledovanych PAU byla Gcinnost
odstranéni az 2x vyssi v porovnani s mykoremediaci a pfirozenou atenuaci. V pripadé BkF
dosahovala fytoremediace nejlepsiho vysledku (13,2 %) ze vSech variant. Hodnota celkového
degradovaného mnozstvi BbF tvofila dokonce trojnasobek oproti pfirozené atenuaci. KoSnar
et al. (2019) uvadi nejvyssi ucinnost odstranéni u jednodussich PAU (NA, ACE, AC a FL), zatimco
slozitéjsi PAU touto metodou pfilis odstranény nebyly, cozZ je v rozporu s touto praci, kde bylo
jsou FLU, PY, BaA nebo CH. Jako jednu z moZnosti zvySeni u¢innosti degradace uvadi Meng et
al. (2011) nahrazeni rostlinné monokultury vice druhy rostlin (napf. Lolium perenne, Trifolium
repens nebo Apium graveolens), kdy kombinace 2 druh(l rostlin vyrazné zvysila degradaci
jednodussich PAU, zatimco kombinace 3 druh rostlin byla v porovnani s monokulturami lepsi
%) v polnich podminkach s vyuZitim metody péstovdni vice druhd rostlin vedle sebe (z
anglictiny ,intercropping”) oproti monokulturam a neosazené pldé.

Nelze ale fict, Ze doslo v dlsledku fytoremediace pouze k degradaci PAU na jednodussi
meziprodukty. Ackoli v nadzemni biomase nebyl zjistén Zadny obsah téchto latek, v kofenech
rostlin byl zaznamenan obsah nékterych jednodussich PAU (celkem 6) véetné FLU, PY a BaA.
Vyskyt nizkého obsahu (<44,9 pg/kg) jednodussich PAU v kofenech kukufice popisuji také
KosSnar et al. (2018). Bioakumulacni faktor 3PAU ale nepfesahoval ani u jedné z variant 4 %.
Sun & Zhou (2016) uvadi na prikladu BaP nejvyssi koncentrace v kofenech rostlin aksamitniku
rozkladitého a nocenky zahradni oproti nadzemnim ¢astem, stejné jako je uvedeno v této praci
v pripadé kukufrice. Velmi nizkou bioakumulaéni schopnost rostlin (<1 %) popisuji také Sun et
al. (2011). Podil jednotlivych PAU v kofenech rostlin neni vysoky a pohybuje se okolo 4-9 %
v poméru kobsahu téchto latek v pudach To. Pfi porovnani s degradovanym obsahem
v puddach ale mlZeme pozorovat, Ze se na snizeni obsahu nékterych PAU podilela pomérné
vyznamné také fytoakumulace. Nejvyznamnéjsi byla akumulace v kofenech rostlin u varianty
F+P, kde obsah BaA cinil 60 % z celkového degradovaného mnoiZstvi v padach. Ddle pak
akumulace FLU, kde tento obsah dosahoval témér 50 %. U ostatnich PAU nebyl jejich podil
v kofenech pfi porovnani s degradovanym mnozstvim tak vyrazny a pohyboval se mezi 13,5 -
30,8 %. Pfitomnost houbového mycelia v plidach naopak znadi lepsi degradaci PAU, jelikoz byl
v korenech rostlin rostoucich v téchto pldach naméren nizsi obsah akumulovaného mnozstvi
PAU nez v korenech rostlin rostoucich v pidach bez houbového substratu.

Jako nejucinnéjsi metoda degradace PAU z pidd kontaminovanych popelem se ukazala
kombinace fytoremediace s mykoremediaci (fytobioremediace). Ke stejnému zjisténi dospéli i
Garcia-Sanchez et al. (2018) s kukufici a Crucibulum laeve jako mykoremediacni houbou.
Kromé jiz zminovaného BkF a FL (jehoz obsah byl ve vSech variantach pod mezi detekce
GC/MS) byla uroven degradace zbylych 14 PAU nejvyssi. U vSech NMH PAU dosahovala okolo
30 % z celkové pocatecni kontaminace. V pripadé NA (38 %) a ACE (34 %) doslo timto
zpUsobem k odstranéni vice jak 1/3 celkové kontaminace. Vysoky stupen degradace NA (87,7
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%) uvadi také KoSnar et al. (2018), ktery vyuzival ve své praci jako fytoremediacni rostlinu také
kukufici setou. V porovnani s touto praci se jedna o vyrazné vyssi U¢inek degradace, ktery je
mozné vysvétlit odliSnym zplsobem aplikace a celkovou davkou kontaminace 16 PAU do p(d.

Degradace AN byla metodou fytobioremediace skoro 5x vyssi nez v pfipadé pfirozené
atenuace a pro zbylé NMH a SMH PAU tvofila témér trojnasobek oproti pfirozené atenuaci a
mykoremediaci. Fytobioremediace dosahovala vysoké Gcinnosti i u nékterych slozitéjsich PAU
(BaA, CH), kde se tato ucinnost pohybovala v podobnych hodnotich jako v pripadé
jednodussich PAU. Degradace ostatnich VMH PAU se pohybovala mezi 10 - 18,2 % (DA).
Garcia-Sanchez et al. (2018) uvadi vysoké hodnoty degradace také u sloZitéjSich PAU (BbF, BkF,
BaP a BP), které jsou podstatné vétsi nez v této praci a tvofi 48-62 % z plvodniho obsahu po
180 dnech od zalozZeni pokusu. Je tedy mozné, Ze v pfipadé delSiho vegetacniho obdobi nebo
viceletého péstovani kukutice by i degradace PAU s vyuzitim hlivy Ustfi¢né stale vzristala a
mohla dosahnout podobnych hodnot. Rozdily v degradaci PAU mezi jednotlivymi variantami
byly patrné i ze statistického vyhodnoceni (a = 0,05), prevdiné pak rozdily mezi
fytobioremediaci a mykoremediaci nebo pfirozenou atenuaci, coz je v rozporu s KoSnarem et
al. (2019), ktery uvadi podobnou uc¢innost degradace u mykoremediace bez i s asistenci rostlin,
ackoli poukazuje na nejvy$si mikrobidlni aktivitu prdvé u rostlinami podporované
mykoremediace. Prokazatelné rozdily byly ale také zaznamendn mezi fytobioremediaci a
fytoremediaci. Oproti rostlinami podporované mykoremediaci si fytoremediace vedly
podstatné har a u nékterych PAU (NA, AC, BaA a DA) byla celkovd ucinnost odstranéni az 2x
nizsi. Rozdil v ucinnosti degradace NMH a SMH PAU mezi témito dvéma variantami se
pohybuje v rozmezi 8,7-21 %.
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8 Zaver
Hlavnim cilem této prace bylo ovéreni ucinnosti degradace PAU v pldach pomoci
fytoremediacnich a mykoremediacnich metod, véetné jejich vzajemné kombinace. Pokus byl

nastaven tak, aby simuloval pfirozené prostfedi a ovéfil moznost aplikace téchto metod
v Zivotnim prostredi.

Uginnost degradace celkového obsahu PAU v plidach se u pfirozené atenuace (7,4 %)
a mykoremediace (8,7 %) v této praci pfilis neliSila. Oproti tomu fytoremediace byla vyrazné
ucinnéjsi (14,7 %). Analyza rostlinného materidlu prokdzala vyskyt nizkého obsahu
jednodussich PAU v korenech rostlin (4-9 % v poméru k obsahu téchto latek v pldach To),
znacici kromé fytodegradace také fytoakumulaci. V nadzemni biomase nebyl zjistén obsah
zadného z 16 PAU, coZ je z hlediska dalSiho zpracovani a vyuzZiti rostlin pozitivni zjisténi.
Nejucinnéjsi metodou byla fytobioremediace, kterou doslo k degradaci az 1/4 celkového
obsahu PAU v pldach. Ucinnost fytobioremediace byla o 10 % vy3$i nei v pfipadé
fytoremediace a 0 17 % vyssi nez v pripadé mykoremediace. | pfes pomérné nizkou ucinnost
mykoremediace byly hypotézy 1, 2 a 3 této prace potvrzeny. Hypotéza 4 o pfitomnosti PAU
v rostlinné biomase byla potvrzena pouze pro jednodussi slouceniny a pouze v kofenech
rostlin.

Obecné byly vSéemi metodami nejvice degradovany NMH PAU. Fytobioremediaci byl
snizen obsah NA, ACE a AC az o 1/3 z celkové plvodni kontaminace. Ackoli jsou BaA a CH
vzhledem k jejich molekulové hmotnosti brany jako VMH PAU, intenzita jejich degradace
v pudach se rovnala intenzité degradace jednodussich PAU. Ostatni VMH PAU ale vykazovaly

evvs

k jejich vlastnostem a slozZitéjsi strukture.

Analyza enzymatické aktivity nenaznacovala pfilis vysokému obsahu ligninolytickych
enzymu (< 3 mU/g). Naopak bylo v padach zjisténo pomérné vysoké zastoupeni hydrolytickych
enzymd, zvlasté lipazy (> 10 U/g), které se mohly podilet na degradaci PAU ve znac¢ném
méritku. Vysokou ucinnost fytobioremediace lze tudiz vysvétlit stimulaci rostlin pdsobenim
mikroorganismu v oblasti rhizosféry a naslednou degradaci extracelularnimi hydrolytickymi
enzymy v puadé.

Tato prace popisuje moznost vyuziti kukufice jako fytoremediacni rostliny a spolecné
s mikroorganismy tak dosdhnout pomérné efektivniho odstranéni PAU z Zivotniho prostredi.
Oseti kontaminovanych pad v dalSich letech umozni sledovat zménu obsahu PAU v pribéhu
delsi doby, coz muze vést az ke kompletnimu odstranéni vSsech PAU z pGd. Moznost aplikace
této metody v kontaminovanych lokalitach zavisi na dané situaci, kdy by mohlo byt za
prijatelnych podminek kromé degradacnich schopnosti rostlin vyuzito také jejich produkénich
vlastnosti. Vysledky této prace potvrzuji jako nejucinné;jsi zptisob bioremediace kombinaci vice
druhl organismU z dlivodu jejich synergického plsobeni a jsou vhodnym podkladem pro dalsi
vyzkum. Kromé toho mohou slouzit ke zlepseni stavajicich bioremediacniach metod a tvorbé
novych postupt s lepSimi vysledky.
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10 Samostatné prilohy

Obrazek 6: Kukufice setd v nadobach s rliznymi variantami pad v zastie$ené hale aredlu CZU
(autor obrazku: Petr Friihbauer).

Obrazek 7: Kontaminace pud popelem ze spalovani biomasy a homogenizace s houbovym
substratem, predpéstovanym v umélohmotnych nadobach znazornénych na prostredni
fotografii (autor obrazku: Petr Frithbauer).



Obrazek 8: Odebrané a ocisténé koreny rostlin kukufic pfipravené k suseni a nasledné upravé
(autor obrazku: Petr Friihbauer).
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Obrazek 9: Sklizen rostlin, vaZeni a pfiprava na suseni a dalsi Upravu (autor obrazku: Petr

Frihbauer).




