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VIiv kontaminace pidy rtuti na mobilitu pidnich
organismu

Souhrn

V této diplomové praci byl sledovan dopad kontaminace ptidy rtuti na aktivitu padnich
mikroorganismil a zaroven byla testovana néktera opatieni, kterd mohou ptipadny negativni
dopad vysokych koncentraci v ptidé omezit. Laboratorni pokusy byly provadény na dvou
typech ptud. Prvnim typem byla nekontaminovana ¢ernozem z lokality Suchdol, druhym typem
byla luvizem z lokality Cerveny Ujezd. Jednotlivé vzorky obou ptid pak byly kontaminovany
rtuti ve Ctyfech riznych expozi€nich Casech. Jako latky s potencialni schopnosti sniZit toxicitu
rtuti byly vybrany dva materidly, digestat, tedy odpad z vyroby bioplynu, a popilek ze spalovani

biomasy pro energetické vyuziti.

Nejdiive bylo stanoveno pudni pH, z ¢ehoz vyplynulo, Ze pH ¢ernozemé bylo neutrélni,
zatimco pH luvizemé se ukazalo jako kyselé. Celkovy rozpustny uhlik a dusik byly stanovovany
v 0,01 M roztoku CacCly, a to v pomé&ru 1:10 (hmotnost: objem). Ani u jednoho typu pidy pak
nebyl zaznamendn rozdil v obsazich téchto prvka v zavislosti na rtuti. Kvantifikace uhliku
mikrobialni biomasy neodhalila signifikantni zmény v Zadném ze vzorkl prvniho ani druhého
typu pudy. Vyrazné zmény byly zaznamenany pouze u vzorki s ptimési digestatu. Ten, jelikoz
obsahuje pomémé velké mnozstvi uhliku, podpofil rozvoj mikroorganismi. V obsazich
N-NHs* a N-NOsz~ nebyly pozorovany rozdily mezi padou nekontaminovanou
a kontaminovanou. Nicméné po aplikaci digestatu byl zaznamenan vyss§i obsah NHa™ u vzorki
se 14 a 21 denni inkubaci, coZ podporuje tvrzeni, Ze digestat podpofil rozvoj plidni mikroflory.
V druhém typu ptdy byly zmény obsahti N-NHs" a N-NO3~ zaznamenany po 14 a 21 denni
inkubaci.

Z vysledka vyplynulo, ze digestat se ukazal jako potencialni remediant piisobici proti
toxicité rtuti v pude. S nejvetsi pravdépodobnosti to souvisi s obsahem uhliku v digestatu. Lze
tedy konstatovat, ze digestdt miize byt uspéSnou strategii pro ptirodni bioremediacni procesy

Vv ptidéch kontaminovanych rtuti.

Klic¢ova slova: rtut’, pida, kontaminace, ptidni mikroflora



The effect of mercury soil contamination on the activity of
soil microorganisms

Summary

The aim of this diploma thesis was observing the impact of mercury contamination in
soil on the activity of soil microorganisms as well as testing certain measures that can
potentially reduce the negative impact of high concentrations in the soil. Laboratory
experiments were conducted on two types of soils. The first type was non-contaminated
chernozem from the Suchdol location, the second type was Luvisoil from the Cerveny Ujezd
location. Individual samples from both types of soil were then contaminated with mercury in
four different exposure times. Two materials, digestate, i. e. biogas production waste, and fly-
ash from the combustion of biomass for energy use, were chosen/selected as agents with a
potential ability to reduce the toxicity of mercury.

First, the soil pH was determined, which revealed that the pH of Chernozem was neutral,
while the pH of Luvisoil proved acidic. Total soluble carbon and nitrogen were determined in
0.01 M CaCl; solution at a ratio of 1:10 (weight: volume). No difference in the contents of these
elements in dependence on mercury was noticed in either of the types of soil. Quantification of
carbon supply in microbial biomass revealed no significant changes in any of the samples of
the first or second type of soil. Significant changes were detected only in samples with addition
of digestate. This, as it contains relatively large amounts of carbon, supported the development
of microorganisms.

No differences were detected between the contaminated and non-contaminated soil in
the contents of N-NH.* and N-NOs". However, after the application of digestate a higher level
of NH4" was recorded in the samples with 14- and 21-day incubation, which supports the claim
that the digestate supported the development of soil microflora. In the second type of soil
changes in the contents of N-NH4* and N-NOs" were detected after 14 and 21 days of incubation.

The results showed that the digestate has emerged as a potential remediant agent
counteracting the toxicity of mercury in the soil. Most likely it is related to the content of carbon
in the digestate. It is therefore concluded that the digestate can be a successful strategy for

natural bioremediation processes in soils contaminated with mercury.

Keywords: mercury, soil, contamination, soil microflora
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1 Uvod

Pievazné v primyslovych oblastech a v oblastech t&Zby na tizemi Ceské republiky &asto
dochazi k environmentalnim toxikologickym problémim. Dochazi ke kontaminacim
rizikovymi prvky, a to nejen obyvatelstva, ale vSech ekosystémi. V soucasné dob¢ se proto
objevuji stale vétsi snahy tuto problematiku fesit, protoze se nejedna pouze o obyvatelstvo a

ekosystémy blizké zdroji expozice, ale jde o problém celosvétovy.

V této diplomové praci jsem se soustfedil na nejtoxictéjsi z bézné sledovanych kovi,
totiz na rtut. Obsahy rtuti v pidé se v jednotlivych oblastech Ceské republiky lisi, nejvyssi
koncentrace nalezneme na Pfibramsku, Semilsku, Chebsku, Berounsku a Ostravsku. Nékdy
jsou tyto vysoké koncentrace disledkem vysokych obsahii prvku v podlozi, ale ve vétSing€ vyse
zminovanych oblasti jsou koncentrace vysoké vlivem antropogenni ¢innosti (t€zba, primysl).

V predkladané préci se zabyvam ptedevsim vlivem rtuti na piidni mikroorganismy.

Pidni mikrofléra je nedilnou soucésti kazdého typu pudy. Jeji funkce v pudé je
nezastupitelnd, protoze diky ni dochazi ke spravnému fungovani substratu pro péstovani plodin.
Mikroorganismy mohou byt stresovany mnoha faktory, coz mize vést az k neplnéni spravnych
funkci v pdé, a tim 1 k znehodnoceni plidy jako substratu. Jednim z faktord je pravé

kontaminace plidy kovy, tedy i rtuti.

V experimentu provedeném v této praci byl sledovan dopad kontaminace pudy rtuti na
aktivitu padnich mikroorganismi a zaroven byla testovana néktera opatfeni, kterd mohou
pfipadny negativni dopad vysokych koncentraci v ptidé omezit. Laboratorni pokusy byly
provadény na dvou typech pid. Prvnim typem byla nekontaminovana ¢ernozem z lokality
Suchdol, druhym typem byla luvizem z lokality Cerveny Ujezd. Jednotlivé vzorky obou pid
pak byly kontaminovany rtuti ve ctyfech riznych expozi¢nich ¢asech. Jako latky s potencialni
schopnosti snizit toxicitu rtuti byly vybrany dva materialy, digestat, tedy odpad z vyroby

bioplynu, a popilek ze spalovani biomasy pro energetické vyuziti.



2 Hypotéza a cile prace

Rtut’ patfi mezi prvky, které jsou z divodi vysoké potencidlni toxicity intenzivné
studovany ve vSech slozkach zivotniho prostiedi. Zarovei se jedna o prvek, ktery se vyskytuje
v piirod¢ ve form¢ anorganickych i organickych sloucenin (methylrtut’, ethylrtut’), pficemz
toxicita jednotlivych sloucenin se vyznamné lisi. Problematika akumulace a biotransformace
rtuti a jejich sloucenin je nejpodrobnéji propracovana ve vodnich ekosystémech a to jak
sladkovodnich, tak zejména moiskych. V tomto prostfedi byla podrobné sledovana zejména
transformace sloucenin rtuti v jezernich a fi¢nich sedimentech, kde probihd bakteridlni
konverze anorganickych sloucenin rtuti na methylrtut’. Situace v terestrialnich ekosystémech je
prozkoumand mnohem mén¢. Divodem jsou mimo jiné i niz$i obsahy tohoto prvku v pudé
I rostlinach ve srovnani s vodnim prostfedim, coz klade vysoké naroky na instrumentalni
vybaveni i zkuSenost analytika. Role piidni mikroflory v procesech akumulace a transformace
rtuti také neni jesté zcela objasnéna. Cilem prace je v modelovych laboratornich experimentech
popsat vliv ptidavku riiznych forem sloucenin siry a organické hmoty na chovani rtuti v ptidé
v zévislosti na piidnich vlastnostech a obsahu a aktivité¢ ptidnich mikroorganismi. Hypotéza:

Ptidavek materialt s vysokym obsahem siry povede ke snizeni mobility Hg v ptid¢ a nésledné

ke zvyseni aktivity ptidnich mikroorganismil.



3 Prehled literatury

3.1 Zakladni charakteristika rtuti

Rtut’ je kovovy chemicky prvek sttibfité bilé barvy. V periodické tabulce oznacovany
znaCkou Hg (podle latinského Hydrargyrum). Jako jedina z kovovych prvki je za bézné teploty
kapalna. Je velice toxicka. Patii mezi pfechodné prvky, které maji valencni elektrony v d-vrstve.
Rtut’ je pomérné dobfe rozpustna v kyselin¢ dusicné za soucasného uvoliiovani oxidu dusiku.
Na vzduchu je rtut’ neomezené stala, velmi dobte vSak reaguje s elementarni sirou a halogeny.
V ptirode¢ se rtut’ vyskytuje pomérné vzacné, a to i jako elementarni prvek. Hlavnim mineralem
a zdrojem je vSak sulfid rtutnaty (HgS), ¢esky rumélka neboli cinabarit. Nejvétsi svétova
loziska tohoto nerostu se nachézeji ve Spanélsku, Slovinsku, Italii, USA a Rusku. Bod tani je
u rtuti —38,83°C a varu pak 356,7°C. Jeji elektronova konfigurace je proto [Xe] 6s2 4f14 5d10,

ma protonové ¢islo 80 <http://arnika.org/rtut>.

V plidé a v sedimentech je rtut’ ptfitomna v riznych formach, které mohou byt vazany
na rizné matrice (organické hmoty, hydroxidy Zeleza). Za nejvice toxickou je povazovana
methylrtut, a to diky své biologické dostupnosti a vysoké mobilité. Zajimavé ale je, ze

methylrtut’ pfedstavuje pouze asi 1% z celkového obsahu rtuti v padé (Issaro et al., 2008).

3.1.1 Anorganické slouceniny rtuti

Rtut’ se vyskytuje se dvéma rozdilnymi oxidaénimi &isly, jako Hg*' a Hg™"'. Oba typy
jsou stejné stalé, jejich rozdil je v jinych chemickych a fyzikéalnich vlastnostech. Slouceniny
Hg*' pfipominaji svymi chemickymi vlastnostmi st¥ibrné soli. V ptipadé oxida¢niho &isla +I
jde pouze o formu zapisu, protoze I V téchto slou¢eninach je rtut’ dvojvazna (-Hg-Hg-).
Typickym ptikladem je asi nejvyznamnéjs$i rtutna sloucenina, totiz chlorid rtutny neboli
kalomel Hg:Clz. Jde o bilou krystalickou latku malo rozpustnou ve vodé stejné jako chlorid
stiibrny (AgCl). Kalomel je toxicky jako vSechny rtutné soli, ale vzhledem k jeho minimalni
rozpustnosti se jen obtizn¢ miize dostavat z traviciho traktu do krevniho fecisté. Znaény vyznam
ma vSak kalomel v analytické chemii. V elektrochemii je prakticky nejvice pouzivanou
referencni elektrodou kalomelova elektroda, jejiz potencidl je prakticky neménny a je dan pouze
velmi nizkou, ale stalou koncentraci iontl Hgz*" uvolnénych z kalomelu v roztoku chloridu
draselného (KCIl). K piipravé roztoku rtutné soli se pouziva dusi¢nan rtutny (Hg2(NO3)2),
pfiCemz na dno reakéni nadoby s roztokem se dava kapka kovové rtuti, aby se zamezilo

vedlejsimu vzniku nezadoucich redoxnich dé€ju. Dalsi uplatnéni kalomelu je v gravimetrické
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analyze platinovych kovt, kde se pouziva jako selektivni redukéni ¢inidlo. Podle podminek
reakce jako je napriklad teplota roztoku nebo kyselost, redukuje kalomel rizné drahé kovy jako

je platina, rhodium a iridium (Bencko et al., 1995).

+11

Slouceniny Hg™" svym chovanim pfipominaji médnaté soli. Pomérné¢ vyznamnou
dvojmocnou slou¢eninou je chlorid rtutnaty (HgClz, sublimat). Ten je ve vodé pomérné dobie
rozpustny a zaroven velmi toxicky. Sublimat byl dfive pouzivan v jedech na hlodavce
a k moreni obili. Ta ¢ast obili ur¢ena pro zaseti dalsi rok, byla napusténa roztokem sublimatu,
a tim chranéna pied hlodavci. Obcas vSak dochazelo k tragickym omylim, kdy se obili
napusténé sublimatem dostalo do mlyna a pak bylo zkonzumovano naptiklad v pecivu.
Nejvyznamnéj$im piirodnim zdrojem rtuti je rumélka neboli sulfid rtutnaty (HgS). Kromé toho
byl od starovéku pouZzivan jako barvifsky pigment. Jiz ve starovékém Egypté€ byl ptfidavan do
li¢idel a jinych kosmetickych piipravki. Sloucenina fulminat rtutnaty (Hg(ONC).) jinak znam
také jako traskava rtut, slouzi k vyrobé ¢asto pouzivanych pyrotechnickych rozbusek. Je
pomérn¢ citlivy vici zvyseni teploty (napf. tfenim, uderem), za béznych podminek je ale

stabilni (Bencko et al., 1995).

3.1.2 Organické slouceniny rtuti

Organickou formou rtuti se vétSinou rozumi skupina sloué¢enin ozna¢ovanych jako methylrtut’
(MeHg). Jde ptfedevsim o monomethylrtut’ a dimethylrtut, kdy maji obé formy podobné
biologické ucinky i toxicitu, 1isi se vSak, a to vyrazné svou stabilitou v Zivotnim prostiedi.
Monomethylrtut’ je mnohem stabilnéjsi a v prostiedi hojnéjs$i nez dimethylrtut’. Dimethylrtut’
(Hg(CHa)2) je kapalina, vznikajici ze slouc¢enin rtuti za anaerobnich podminek predevsim diky
pusobeni mikroorganizmill. Ma téméf stejny bod varu jako voda, je v ni rozpustna, ale je také
lipofilni (rozpustna v tucich). Z 50. let 20. stoleti je asi nejznamé;jsi otrava dimethylrtuti. Stala
se v japonské zatoce Minamata, kde dochazelo k vypousténi sloucenin rtuti z firmy Chisso do
moie. Podle této udalosti je dokonce pojmenovana nemoc tzv. Minamata disease, kterou bylo

v té dobé postizeno az 1000 nakazenych <http://cs.wikipedia.org/wiki/Rtu%C5%A5>.

Existuji dvé hlavni cesty, jimiz dochazi k methylaci rtuti. Prvni je cesta biologicka (tzv.
biologickd methylace), kdy je zapotiebi pfitomnost methylujich bakterii. Druhou moznosti je

pak cesta chemicka, kdy dochazi k transformaci bez primarniho biologického ti€astnika.

VétSina rtuti vstupujici do vodniho prostfedi z atmosféry spolecné se srazkami, je ve
form¢ iontl, coz je biologicky dobie dostupna forma. Pro biologickou methylaci vSak neni

dostupna veskera rtut’ vstupujici do vodnich ekosystémi. Cast rtuti dopadne ve vodnim
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ekosystému na dno, kde se nachazi sediment, do néjz je deponovana bez dalsich tranformaci.
Sediment se pak ale stava zasobarnou, z niz mize dojit ke zpétnému uvolnéni toxického kovu
do vody. V jemnozrnném sedimentu je obecné¢ mira biologicky dostupné rtuti vyssi, nez
v sedimentech hrubozrnnych. Nejvétsi podil na methylaci maji ve vodnich ekosystémech
nejpravdépodobnéji tzv. sulfat redukujici bakterie oznaCované zkratkou SRB (Celo et al.,
2006). V motskych ekosystémech jsou SRB prokazany za hlavni methylatory. Vyskytuji se
v biofilmech na povrchu sedimentu i mirné pod jeho povrchem. Vyskytuji se predevsim
Vv souvislych, tenkych vrstvach a vytvaii vyrazné geochemické gradienty (Acha Cordero, 2010).
Dodnes obejveno a popsano priblizn¢ 19 kmeni sulfat redukujicich bakterii. VSechny kmeny
vSak nemaji stejnou methylaéni schopnost. Pro biologickou transformaci zvySuje hladinu rtuti
reakce iontu rtuti se sulfidem za vzniku nerozpustné rumélky (HgS). Tato reakce byla popsana
jako zékladni mechanismus pro zvySeni obsahu dostupné rtuti. SRB vSak také
zprostiedkovavaji vznik sulfidu jako vysledek dychaciho procesu, za soucasné spotiteby
siranového aniontu (SO4™) jako koneéného akceptoru elektronti (King et al., 2002). Samotna
alkylace iontu rtuti pravdépodobn€ probihd u bakterii prostfednictvim specifického
organokovového komplexu. Diive se predpokladalo, ze cely proces methylace rtuti je striktné
anaerobni (Celo et al., 2006). Nejnovéjsi poznatky také ukazuji, ze vétSina sulfat redukujicich
bakterii je pomérné tolerantni vuéi kysliku, coz umoziuje osidlovat prostiedi mimo sediment.

To znamena napiiklad litoralni zonu a kofeny vodnich rostlin (Acha Cordero, 2010).

Vyssi koncentrace methylrtuti mizeme v sedimentu pozorovat na pielomu jara/léta.
V tomto obdobi je totiz aktivita sulfat redukujicich bakterii nejvyssi (King et al., 2002). Vyskyt
SRB byl pozorovan pievazné v hloubce od 0 do 20 cm pod povrchem sedimentu, pficemz asi
nejvyraznéjsi methylacni potencial ma rod Desulfobacter s nejvétsi hustotu vyskytu v hloubce
okolo 9 cm. Methylaénim potencidlem se rozumi schopnost bakterii methylovat rtut.
U nékolika rodu bakteriii byl jejich methlyla¢ni potencial méten Vv laboratofich in vitro. Bohuzel
se neda presn¢ urcit, jaké konkrétni bakterie transformuji rtut’ vice a které méné. Na vysledky
zméfeného methyla¢niho potencialu je tieba divat se s odstupem, protoze nelze predpokladat,
ze je chovani bakterii stejné v pfirodnich podminkach jako v laboratornich podminkéch.
Nekteré rody bakterii, které by mohly mit na methylaci vyznamny podilt, nedokazeme in vitro
dokonce ani kultivovat (Acha Cordero, 2010). Methylace rtuti vSak neprobiha jen v sedimentu,
ale také pfimo ve vodnim sloupci nebo uvnitt vodnich Zivoc€ichill napt. v travicim ustroji. Mira
methylace probihajici mimo sediment je ale povazovana za velmi malou. Nékteré zdroje

uvadéji methylaci ve vodnim sloupci za vyznamnou, a to v ptipad¢, Ze je ve vodnim télese velky
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objem anoxické vody (letni stratifikace, velkd hloubka) v porovnani se sloupcem prokysli¢ené

vody (Eckley, 2004).

Abioticka methylace rtuti v anorganické formée se vSak miize vyskytovat i v prostiedich,
kde je biologicka cesta methylace vyloucena nebo nepravdépodobna. Jde piedevs§im o oblasti
za polarnim kruhem nebo o svrchni vrstvy atmosféry. Pravé v téchto extrémnich podminkéch
predpokladdme methylaci chemickou cestou, tedy bez prispéni a vlivu mikroorganismd.
Chemicka methylace probiha jen v ptipadech, Ze se v daném prostiedi vyskytuje tzv. donor
methylové skupiny. Transformace téchto anorganickych forem rtuti probiha tzv.
transmethylaci, tedy pfenosem methylové skupiny z jedné slouceniny na druhou. Donory
methylovych skupin mohou byt malé molekuly jako methyljodid a dimethylsulfid, nebo velké
molekuly jako disociované fulvokyseliny a huminové kyseliny. Chemické latky s obsahem
methyl- a buthyl- skupin se pouZivaji ptedev§im v primyslové produkci. V prvni fadé
v zemddélstvi jako fungicidy, insekticidy nebo baktericidy. Casté je jejich vyuziti jako
natérovych hmot, které slouzi jako prostiedek ochrany proti hnilobé. Methyljodid je s nejvétsi
pravdépodobnosti hlavnim darcem methylové skupiny v motskych vodéach. Jeho vyskyt je zde
ptirozeny. Reakce elementarni rtuti s methyljodidem pak probihd samovolné za pokojové

teploty. K syntetické vyrobé methylrtuti se pouziva pravé zminéna reakce (Celo et al, 2006).

Konzumace motskych ryb i dalSich vodnich Zivoc€ichi je hlavnim zdrojem methylrtuti
pro ¢lovéka. Z krevniho fecisté se methylrtut’ dostava do nervové soustavy a z ¢asti i do mozku,
jater a ledvin. Do téchto organti se dostava z krevniho fecisté, kde je transportovano témet
100 % methylrtuti z rybiho masa. Methylrtut’ je v lidském organismu stabilni a ma dlouhy
stiedni Cas rozpadu. Ten se pohybuje okolo 44-80 dni (rozpad z methylrtuti az na atomarni
rtut’) (Eckley, 2004). Nebezpecnost methylrtuti tkvi predevsim v jeji schopnosti bioakumulace
(hromadéni v tkanich zivocichi, u savci i ¢lovéka predevsim v mozku) a dlouhé doby rozpadu.
Velmi nebezpecnd vlastnost methylrtuti je jeji snadnd prostupnost pies placentu

a hematoencefalickou bariérou mezi krvi a mozkem <http://arnika.org/rtut-v-rybach>.

Rtut’ a jeji slouCeniny patii mezi jedy. Jestlize je atmosféra nasycena kovovou rtuti pii
teplot& 20°C, obsahuje asi 19 mg/m3 Hg. Jde sice o koncentraci akutné netoxickou, ale jednou
z vlastnosti rtuti je jeji vyznamnd kumulace v téle. Proto dochdzi pii inhalaci par rtuti
k chronické otravé. Nejveétsi riziko intoxikace je v mistech, kde se pracuje se rtuti pfi vySSich
teplotach. Poziti kovové rtuti vétSinou vyvolava zvraceni, je ale ¢asto z téla vyloucena, a to bez
zdravotniho dopadu na organismus. Opakovanim mensich davek je vSak otrava mozna

vzhledem Kk tomu, ze se rtut’ v organismu kumuluje. Jeji pfijem organismem je mozny jak
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plicemi (ze vzduchu), tak travicim tstrojim (S potravou). Methylrtut’ se zde vstiebava ze 100 %.

Dalsi mista vstupu do organismu jsou pies kiizi nebo placentarni barierou (Jursik, 2002).

Rtut’ se vaze na sulfanylové skupiny, ¢imz nekompetitivné inhibuje celou fadu enzymu.
Puisobi na nervovy systém, plice, ledviny i na kiizi. Rtutnatymi solemi dochazi k akutni otraveé.
Ta se mtize projevovat naptiklad kovovou chuti v Gstech, krvacivosti a hnisanim dasni, temnym
lemem sulfidu rtutnatého kolem zubi, nevolnosti, zvracenim, tfesem, pozd¢ji I prijmem, nékdy
také zanétem ledvin, poruchou feci a chiize. Disledkem kontaminace muze byt také tvorba
viedil, a to pfedevSim na kazi a sliznici Zaludku a dvanactniku. Chronické otravy jsou ale
z toxikologického hlediska vyznamnéjsi nez akutni (Jursik, 2002).

Toxicita jednotlivych rtutnatych latek se odviji predevsim od jejich rozpustnosti ve

vodg. Diky této vlastnosti jsou nejtoxiét&jsi sloudeniny dvojmocné rtuti Hg*"

. Rozpustné soli
jsou siln¢ toxické. Mezi nejtoxictejsi patii chlorid rtutnaty, sublimat, jehoz smrtelna davka je
0,1-0,5 g. Méné toxicky je chlorid rtutny (kalomel) a sulfid rtutnaty (rumélka), diky malé

rozpustnosti ve vodé (Bencko et al., 1995).

Pti intoxikaci anorganickymi slou¢eninami rtuti dochazi k poSkozeni traviciho ustroji
a ledvin, intoxikace organickymi slouc¢eninami vede k poSkozeni nervového systému
(degenerace neurontli v mozkové ktife, atrofie mozkové kiiry). Byl také prokdzan karcinogenni
ucinek methylrtuti. Rtut’ ma také fytotoxické ucCinky, projevujici se napiiklad zvétSenim
endoplazmatického retikula a mitochondrii nebo poruchami vnitiniho uspotfadani chloroplastu.
Ovliviuje také fotosyntézu, a to hlavné v organické formeé, anorganickych formach méné.
Nebezpecna je predevsim schopnost methylace rtuti ptisobenim mikroorganismt a kumulace
jejich organickych sloucenin uvnitf rostlinnych a zivodisnych organismt (Ruiz et Daniel,

2009).

Obzvlasté nebezpecné jsou pak organokovové slouceniny rtuti, které se mohou snadno
dostat do zivych tkani a to naptiklad (jak jiZ bylo uvedeno) i pouhym stykem s pokozkou.
Organokovové slouceniny se dostdvaji do Zivotniho prostiedi naptiklad rozkladem
nejruznéjSich sloucenin organického puvodu s obsahem rtuti nebo i prostfednictvim
metabolickych pochodi mikroorganizmi. Nejcastéji uvadénym piikladem je dimethylrtut,
(CH3)-Hg-(CHa). Za smrtelnou davku se uvadi pro dospélého ¢loveka jiz 0,1 ml této kapalné
substance. Nejtoxi¢téjsi je rtut’ ve formé¢ MeHg (methylrtut’). Rtut’ patfi k nejjedovatejsim
prvkiim. Muze zptsobovat svalovou slabost, inavu, poruchy vidéni, neurologické poruchy,
snizuje reprodukéni schopnost. Dokaze prochazet placentarni bariérou a zpisobovat tak

napiiklad psychomotorické poSkozeni plodu (Urban, 2006).
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3.1.3 Zdroje rtuti v Zivotnim prostiedi

Vyznamnymi zdroji rtuti v Zivotnim prostfedi jsou hutnictvi, energetika (spalovani
fosilnich paliv) a kaly z Cistiren odpadnich vod. Ackoliv je rtut’ toxicky prvek, vyuziva se
pomérné v hojném mnozstvi v nejriznéjsich odvétvich primyslu i v chemickych a fyzikalnich

metodach a ve zdravotnictvi.

Ohlédneme-li se do historie, zjistime, Ze rtut’ se t&zila na Gizemi dne$ni Ceské republiky
na péeti vyznamnych lokalitach, a to jako cinabarit (starsi ¢esky nazev rumélka), coz je klencovy
minerdl s chemickym vzorcem HgS (sulfid rtutnaty), ktery je nerozpustny v HNO3z a H2SOa.
Historicky nejvyznamnéjsi tézebni lokalitou byly Horni Luby u Chebu. Mezi dalsi lokality
fadime Svatou u Berouna (Velebil, 2004), Jedovou horu u Hofovic (Velebil, 2003), Bezdruzice
u Marianskych lazni (Velebil, 2007) a Jesenné na Semilsku (Velebil, 2005). V soucasnosti se
rtut’ na naSem Gzemi jiz netéZi a nenalézaji se zde ani zadné znamé zasoby. Obrazek ¢. 1 ukazuje
obsahy rizikovych prvki v zemédélskych puidach Ceské republiky. Ze svétovych producenti
rtuti jsou nejvyznamnéjsi Cina (1200 t ro¢ng), Kyrgyzstan (150 t) a Chille (90 t). Mezi
vyznamné evropské producenty fadime i Spanélsko a Slovinsko.

Obsahy rizikovych prvki v zemédélskych pudach Ceské republiky

Rtut’ (Hg) celkovy obsah, mg.kg™ H g

primérné obsahy rtuti podle katastralnich azemi jako
procenta maximalné pfipustné (limitni) hodnoty (vyhl. &. 13/1994 Sb,)

Legenda

nehodnoceno
0-25%

[ %-50%
51-75%

[ 76-100 %

- nad 100 %

== statni hranice (country borders)

Obr. 1: Obsahy Hg v zemédélskych ptidach Ceské republiky (Polakova et al., 2011).
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Z obr. 1 je patrné, ze puda kontaminovana rtuti se nachazi v oblastech, kde diive
probihala jeji téZzba. Tedy Chebsko, Berounsko, Semilsko. Nejvétsi kontaminovanou oblasti je
vsak predevs§im Ostravsko. Tam se tézba rtuti nikdy neuskutecnila, vysoké kontaminace v pudé
jsou zde spojovany predevsim s tézbou Cern¢ho uhli a s hutnictvim. Dalsi kontaminovanou
oblasti je Pribramsko, kde se jiz od sttedoveéku do 70. let 20. stoleti tézilo stiibro. Tato oblast je
znama piedevsim svymi polymetalickymi rudami s obsahem olova, stiibra a zinku. V této
oblasti byly zjistény vysoké koncentrace rtuti v lesnich pudach, a to pfedev§im ve sméru
prevladajiciho proudéni vzduchu od piibramské huti. Vyssi koncentrace vSak byly nalezeny
I v zemédé€lskych pudach. Ma se za to, Ze je to zptisobeno pouzivanim piipravku Agronal, ktery
obsahoval chlorid fenylrtutnaty a pouzival se pfedev§im k moteni osiva coby ochrana proti
houbovym chorobam. Rtut’ se z tohoto prostfedku dostala do potravnich fetézcii tak, ze
namofené osivo bylo zkrmovano hospodaiskym zvifatim. Pouzivani tohoto piipravku vsak
bylo v 90. letech 20. stoleti zakazano. V okoli piibramské huti se koncentrace rtuti pohybuji
v hodnotach okolo 2,3 mg.kg™? (Ettler et al., 2007). Koncentrace v horizontech zemédélskych
pud v okoli Piibrami jsou piiblizn€ o fad nizsi, nez u lesnich ptd. Je to dano piedevsim o tad
niz§i koncentraci organického uhliku a také niz§i kationtovou vyménnou Kkapacitou
v zemédélskych pudach. Vedle téchto faktort mize koncentraci rtuti zvySovat také opad, ktery

se u zeméd¢lskych pud nevyskytuje. V nich je naopak veskery organicky material odstranovan.

Nejvyznamnéj§i uplatnéni v praxi ma rtut’ ve formée slitin s jinymi kovy, tvoii se tzv.
amalgamy. Ochotné je vytvaii se zlatem, stiibrem, médi zinkem, kadmiem, sodikem, ale
naptiklad s Zeleznymi kovy jako jsou Zelezo, nikl a kobalt nevznikaji viibec. V béZném Zivoté
se setkavame hlavné s amalgamy dentalnimi, které se pouzivaji v zubnim 1ékafstvi jako velmi
odolné vypln€ zubl po odstranéni zubnich kazii (Tucek et al., 2007). Dalsi amalgadmy se
sporadicky vyuzivaji pfi amalgamaci zlata pfi jeho t€Zzbé z rud. Problémem spojenym s timto
zpiisobem téZby je skutecnost, ze dokonalé oddé€leni rtuti od zbytkové suSiny je téméf nerealné,
¢imz dochazi ke kontaminaci Zivotniho prostiedi. Rtut’ se také pouziva do fyzikalnich ptistrojt
konkrétné jako napli do teplomérti a tlakomérii. Evropskéd unie vSak jiz vyrobu rtutovych

teploméra zakézala.

Dalsim moznym zplUsobem, jak se rtut muze dostat do prostfedi, je rozbitim
zativkovych trubic, které rtut’ také obsahuji. Je proto potieba dbat zvySené opatrnosti pii jejich
likvidaci a nakladani s nimi. Kovova rtut’ se pouziva v chemickém primyslu, a to v ptistrojich
pro elektrolytickou vyrobu chloru. Tyto pfistroje jsou vsak v soucasné dobé nahrazovany

z divodu spotiebovani velkého mnozstvi elektrické energie a z diivodu znecistovani Zivotniho
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prostiedi. V Ceské republice provozuje tuto technologii nékolik chemickych zavodd, z nichz
jednim z nejvétsich je Spolana Neratovice. V aredlu této chemicky kontaminovalo pies 250 tun
kovové rtuti a dalsi rtutnaté slouceniny nékolik vyrobnich objekti a desitky tisic m® zeminy na
biehu Labe. Velké mnozstvi chemikalii uniklo z této chemicky i v 1ét€ roku 2002 pti povodnich,

ale potencialni dopad této udalosti nebyl ve védecké literatufe zmapovan.

3.2 Fytoremediace rtuti

Fytoremediaci rozumime pouziti rostlin nebo rostlin a mikroorganismu k odstraiiovani
polutantd nebo k snizeni jejich skodlivosti. Je v§ak nutné vytvotit podminky potiebné k tvorbé
biomasy na konkrétnim stanovisti, stejné tak jako zohlednit biologické vlastnosti rostlin a jejich

naroki s ohledem na zvoleny remediacni postup.
3.2.1 Fytostabilizace

Fytostabilizace je metodou omezujici pohyb kontaminujicich latek anorganického
I organického ptvodu do okoli, a to jak horizontalné, tak i vertikalné. Dochazi zejména
k mechanické fixaci stanovisté. Podstatna je tolerance rostlin k vysokym koncentracim
kontaminantti, vysoce rozvinuty kofenovy systém rostliny a dokonalé pokryti ptidniho povrchu.
Mezi nevhodné podminky pak miiZe patfit zasoleni pudy, nizk4 zdsoba Zivin, Spatnd struktura

pudy, nedokonaly vodni rezim a nevhodna hodnota pH.
3.2.2 Fytoimobilizace

Fytoimobilizace je metoda omezujici pohyb kontaminujicich latek v kofenové zoné
rostliny. Dochdzi v ni pfedevSim k adsorpci nebo absorpci kofeny a rostlinami zprostiedkované
srazeni Ci tvorba nerozpustnych sloucenin. Rostliny také méni piidni vlastnosti, ¢imz méni

mobilitu kontaminujici latky v padé.
3.2.3 Fytovolatilizace

Fytovolatilizace, neboli odstranovani znecist'ujicich latek z pudy t€kanim do atmosféry.
U této metody je dllezita pfitomnost a aktivita enzymt vyluCovanych rostlinami samotnymi
nebo vzajemna podpora rostlin a mikroorganizmu. Tato metoda se vyuziva predevSim
k degradaci organickych latek na jednoduché slouceniny a k jejich naslednému vytékani. Jde

predevsim o syntézu t¢kavych methyl nebo dimethyl sloucenin kovil, metaloidli a halogenidl
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a jejich t€kani do ptdy. Odstrafiovani rtuti se pak déje podle nasledujici rovnice, kdy dochazi
k zvySené redukci thiosloucenin a nasledné volatizace Hg.

HgSR + NADPH — Hg®+ RSH + NADP
3.2.4 Fytodegradace

Fytodegradaci rozumime rozklad kontaminujicich latek s vyuzitim rostlin. Za zakladni
proces fytodegradace se povazuje zvySeni dostupnosti substratu pro mikroorganismy
v rhizodféte koteni, produkce degradativnich enzymt rostlinami a piima degradace rostlinami
Vv pletivech (parcialni nebo Uplny rozklad). Dillezité jsou také kofenové exudaty, které slouzi

jako zdroj uhliku pro mikroorganismy.
3.2.5 Fytoextrakce

Fytoextrakce miizeme charakterizovat jako pfijem kontaminantl koteny rostlin, jejich
nasledné pfemisténi a akumulace do vyhonki a listd rostliny. Rostlina v§ak musi mit kapacitu
na prijimani vysokych koncentraci rizikovych latek, musi byt schopna transportovat pfijaté
latky do nadzemnich ¢asti. S tim je spojena i schopnost produkovat vysoké mnozstvi biomasy.
Dilezita je také pidni Grodnost, vhodné podminky pro rust a pfistupnost prvki rostlinam.
Fytoextrakce se fidi tfemi zakladnimi strategiemi, a to rostlinami hyperkumulujicimi rizikové
prvky, rostlinami s vyssi akumulaéni schopnosti a rostlinami s maximalni tvorbou biomasy. Na

obr. 2 je zndzornéno jednoduché schéma fytoextrakce.

Phytoextraction
( Natural Hyperaccumulation ) ( Induced Hyperaccumulation )

\/

Increased Metal
Transport in Soll Water

Obr. 2: Znazornéni jednoduchého schématu fytoextrakce (Pierzynski et al., 2001)
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3.3 Uloha pidnich mikroorganismi

Zvyseny obsah rtuti v pid¢ obvykle potlaci mikrobialni aktivitu. Zalezi vSak na
fyzikéalné chemickych vlastnostech pudy, zejména pak na obsahu a slozeni pudni organické
hmoty. Nékteré mikroorganismy vSak dovedou byt resistentni viici vysokym obsahlim rtuti tim,
ze jsou schopny jeji slouceniny transformovat pomoci chemickych reakci, jako jsou redukce,

oxidace, methylace a demethylace (Liu et al., 2010).

Piidni podminky v oblasti rhizosféry (povrch a nejblizsi okoli kofent rostlin) predevsim
ovliviiuji dostupnost zivin a potencialné rizikovych prvki. Diilezitou roli v tomto procesu hraji
kotenové exudaty, obsahujici smés organickych kyselin, chelatli, vitamind, aminokyselin,
purind, nukleosidl, anorganickych iontl apod. Rhizosféru tedy miizeme oznacit jako pidu
ovlivnénou koteny rostlin pifiblizné do 5 mm, nékdy i1 nepatrné vice, obsahujici organickou
hmotu. (Jones et al., 2004). V takto ovlivnéné pudé nalezneme rtstové faktory, které stimuluji
aktivitu mikroorganismu, organické kyseliny a lipidy, které snizuji pH a chelatizuji kovy, ale
I tékavé latky. Dale jsou zde lyzaty, vznikajici autolyzou starSich bun€k. Hlavnim zdrojem
organickych latek pro mikroorganismy je mucigel, coz je gelovity material rostlinného
a mikrobialniho plivodu, obsahujici jesté¢ uvolnéné buiky kotenové cepicky. Obrazek ¢. 3
znéazornuje funkci rhizosféry. Slozeni zélezi, vlhkosti a mnozstvi kysliku v ptid¢é. Uvoliiovani
latek do rhizosféry je ovlivnéno druhem rostliny, jejim vékem a vyvojovym stadiem, teplotou,

vlastnostmi piidy a piidni mikroflory <https://is.muni.cz/el/1431/jaro2006/Bi8555/rostliny.txt>

Root cross-section

\. Metal exclusion

Mass flow

Metal depletion

Distance from root

Obr. 3: Znazornéni funkce rhizosféry (Moradi, 2008)
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3.3.1 Pidni mikroorganismy

V pudé se vyskytujici mikroorganismy maji ptfedev§im funkci rozkladaci
(dekompozitoi) organické hmoty. Mikroorganismy obecné miizeme rozdélit do péti hlavnich
taxonomickych tfid, a to na viry, bakterie, houby, prvoky a tasy. V pudé se vyskytuji jako
samostatné bunky nebo jako kolonie mikroorganismii chranéné slizovym obalem
Z polysacharidii. V pidé se seskupuji okolo ptidnich castic, ptredevs§im pak v blizkosti jilovych
komplext a organickych slozek. Jejich aktivita a interakce s jinymi mikroorganismy, ale
I vétSimi pudnimi organismy a s pudnimi ¢asticemi zalezi na podminkach konkrétniho
mikrobiotopu. Ty se mohou vyrazné liSit i v piipadé u sebe blizko se nachazejicich
mikrobiotopti. Mikrobiotopem se u piidnich mikroorganisml rozumi pfedevsim vnitini a vné;si
povrchy pidnich agregati, liSicich se velikosti a sloZzenim. Pudu tedy povazujeme, s ohledem

na distribuci hmoty a pfitomnych organismii, za vysoce heterogenni prostiedi (Buscot, 2005).

Pocet mikroorganismi v 1 g pidy miize dosahovat fadové az né€kolika miliard. I pfi
takovém poctu je ale tfeba si uvédomit, Ze kazdy mikroorganismus (kaZzda mikrobni buiika) je
jiZ autonomnim organismem, cozZ znamena, ze obsahuje vSechny systémy umoziujici jeji rast,
reprodukci nebo ptipadnou metabolickou aktivitu. Navic je vybavena jesté stovkami enzymd,
které ji umoziuji rychlou adaptaci na ménici se prostiedi, a tim schopnost pfezit
I V neptiznivych podminkach. Latkova vyména s prostiedim se uskuteéiiuje pomoci povrchu

mikrobialnich bunék, jehoz velikost se pohybuje v desitkach az stovkach ha na 1 ha pidy, jak

nam znazornuje tabulka ¢. 1.

Pocet v 1 g pudy Hmotnost v kg/ha  Povrch bunék v ha/ha

108 - 10° 80 — 800 60 — 600
Aktinomycety 103 - 104 250 — 500 95 —190
Mikromycety 10% - 10° 1500 — 3000 235 — 470

Tab. 1: Obsahy mikroorganismu v pudé¢ <http://www.phytosanitary.org/>

V raznych typech pid se zna¢né 1i8i druhova skladba mikroorganismi, jejich mnozstvi,
bohatost spoleCenstva i jejich aktivita. EXistuje vSak nékolik zakonitosti, které 1ze vypozorovat
a zobecnit. Napiiklad pocet mikroorganismi klesa se vzristajici hloubkou ptdy, nejvice
mikroorganismll nachazime u povrchu a dal$i misto jejich kumulace je v rhizosféte rostlin.
Naptiklad v orné pudé¢ 1ze nalézt jen velmi malo druhti hub. Mtze to byt zplisobeno roztrhanim
myecelii orbou. Houby totiz maji velmi dlouhd mycelia, kterd ji mimo jiné umoznuji transport

latek na dlouhé vzdalenosti piedev§im v dobé nepiiznivych podminek (Rosypal et al., 2003).
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3.3.2 Rozdéleni mikroorganismi

v

Mikroorganismy jsou po fyziologické strance asi nejrozmanitéjsi ze vsech Zzivych
organismtu. | jednotlivé skupiny mikroorganismu se vzajemn¢ mohou liSit naroky na kyslik, na
vyzivu, i zpusobem ziskavani potfebné energie. Podle jejich narokd na kyslik rozdélujeme
mikroorganismy na aerobni — vyzadujici vzdusny kyslik, anaerobni, — na néz naopak kyslik
pusobi inhibi¢n€, mikroaerofilni — majici anaerobni metabolismus, u nichz zaroven nizké
koncentrace kysliku urychluji napfiklad jejich rozmnozovéni. Posledni skupinou jsou
fakultativné anaerobni mikroorganismy, — ty maji schopnost jak aerobniho, tak anaerobniho
metabolismu. Podle ptvodu uhliku v bunikach je mizeme rozdélit na heterotrofni — zdrojem
jejich uhliku jsou hotové organické latky. A autotrofni — zdrojem uhliku je CO,. Mlzeme je
vSak také rozliSovat podle zdroje energie, s niz izce souvisi zdroje vyzivy, jejich pfijimani,
pfeména a jejich vyuzivani na biosyntézy. Ve vztahu ke zdroji energie délime mikroorganismy
na dvé skupiny. Prvni skupinou jsou fototrofni organismy, které miizeme jesté rozd¢lit na
fotoautotrofni (fotolitotrofni) a na fotoheterotrofni (fotoorganotrofni) mikroorganismy. Druhou
skupinou jsou pak mikroorganismy chemotrofni, kter¢ ale mizeme také rozdé€lit na
chemoautotrofni ~ (chemolitotrofni) a na  chemoheterotrofni  (chemoorganotrofni)
mikroorganismy. Obecné lze fici, ze fototrofni mikroorganismy ziskavaji energii fosforylaci

a chemorofni ziskavaji energii oxidaci chemickych sloucenin (Rosypal et al., 2003).

Samoziejmosti je 1 vyskyt tzv. pfechodnych skupin mikroorganismi, které striktné
nezapadaji do skupin, které jsme popsali. Vyskytuji se rovnéz obligatn€¢ autotrofni
mikroorganismy, které nejsou schopny vyuzivat organické latky jako zdroj uhliku; fakultativné
autotrofni mikroorganismy, jez dokazi zastavit ptijem CO2, pokud je v prostiedi pfitomna
organicka latka jako zdroj uhliku; a mixotrofni mikroorganismy, pokracuji v pfijmu CO2 za
soucasného vyuzivani organické latky jako zdroje uhliku. Bunky také ptijimaji 1 dalsi organické
latky, které nazyvame rastové faktory. Tyto latky si mikroorganismy nedokaZzi syntetizovat.

Naroky na rustové faktory jsou pak rozdilné podle druhu mikroorganismu (Fecko et al., 2004).

Taxonomické zatazeni piidnich mikroorganismi je i dnes pomérné nedokonalé, protoze
zatim pouze mala ¢ast z nich je zmapovana. Mikrobiologové proto pracuji s terminem fylotyp,
coZ mize nahrazovat pojem druhu v molekularnich studiich. Pozornost se pak zamétuje
pfedev§im na mikroorganismy s podobnym fylogenetickym vztahem. Bakterie rodu
Pseudomonas, Achromobacter a Bacillus se vyskytuji v aerobnich ptidach, tedy v pudach dobie
prokyslicenych. Naproti tomu v anaerobnich podminkdch miiZeme najit anaeroby rodu

Clostridium. Pokud bychom chtéli v pudé zvysit pocet heterotrofnich mikroorganismi nebo
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aktinomycet, mizeme pfidat organicky substrat. Vytvofenim podminek pro autotrofni
organismy vzroste vyskyt nitrifikacnich bakterii rodu Nitrosomonas a Nitrobacter. Muze se
I zvetsit podil bakterii oxidujicich siru napf. Thiobacillus. Nejrozsitenéj$im rodem pudnich

bakterii je pak rod Arthrobacter (Rosypal, 2003).

Rody jako Mucor, Penicillium, Trichoderma a Aspergillus jsou nejCastéji se
vyskytujicimi rody hub v piadé. Hojné se vSak vyskytuji jesté rody Rhizopus, Fusarium,
Cephalosporium a Cladosporium. Struktura ptudy je pomérn¢ vyznamné ovlivnéna houbovymi
myecelii, ktera prorustaji mezi pidnimi casteCkami a vyrazné tak napomahaji vzajemné vazbé.
Mezi druhy pidnich hub miizeme najit i dravé formy, které maji pro tento el specialni zatizeni
na chytani prvoku a dal$ich mikroskopickych organismti. Mezi ptidni mikroorganismy fadime
také fasy, mezi nimiz najdeme jednobunécné, nepohyblivé typy, ale také vlaknité typy. Spolu
s nimi se vyskytuji i cyanobakterie, z nichz je mozné jmenovat napiiklad rody jako Nostoc,
Cylindrospermum nebo Anabeana. Spole¢ny vyskyt vSak determinuji podminky, umoziujici
fotosyntézu (Fecko et al., 2004).

wewr

3.3.3 Vnéjsi prostiedi a bakterie

Teplota vné&jSiho prostfedi je jednim z hlavnich faktort ovliviujicich Zzivot
mikroorganismu, pifipadné jejich reprodukéni schopnost. Podle vztahu k teploté mutzeme
mikroorganismy rozdélit na psychrofilni (ideélni teplota prostiedi je pro né do 20 °C), dale na
mezofilni (idedlni rozpéti teplot je pro né¢ 20—40 °C), a na termofilni (Ziji v prostiedi o teploté
vyssi nez 40 °C). DalSim faktorem ovlivilujicim rozmnozovani mikroorganismi je pH
prostiedi. VétSina bakterii a kvasinek mé rozpéti idealniho pH uzké, zatimco u vétSiny plisni je

eey

naopak pomérné Siroké. Podle pH pak miiZeme rozdélit mikroorganismy na acidofilni (Zijici
Vv kyselém prostiedi), neutrofilni (prostiedi s pH 6 az 8) a alkalofilni (Zijici v zasaditém
prostiedi). Velka €ast bakterii nejlépe roste v témet neutralnim az slabé alkalickém prostiedi,
tedy pii pH 6,5 az 8,0. Kvasinky se mohou mnozit v kyselém prosttedi v rozmezi pH 3,0 az 6,0.
Siroké rozpéti hodnot pH pak maji kvasinky, které se rozmnozuji a rostou pii pH 1,2 az 11,0

(Rosypal et al., 2003; Fecko et al., 2004).

DalS§im vnéjSim faktorem ovliviiujicim zivotni cyklus mikroorganismii je mnoZzstvi
dostupné vody. Jeji potieba je zavisla na druhu a stafi mikroorganismu, relativni vlhkosti
vzduchu a povahy substratu. Podle narokti na vodu délime mikroorganismy na xerofilni,
mezofilni a hydrofilni. Naprostd vétSina bakterii, fas a prvokid jsou organismy hydrofilni,

mikromycety a streptomycety jsou na vlhkost nendrocné. Na mikroorganismy také pomérné
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zasadné pisobi antimikrobialni latky. V dasledku svého specifického chemického slozeni maji
tyto slouceniny nepiiznivy vliv. Nékteré zastavuji rozmnozovani mikroorganismu, tém fikame
souhrnné mikrobistatické latky nebo je dokonce usmrcuji, ty nazyvame mikrobicidni latky
(Rozsypal et al., 2003). Antimikrobidlni latky mtzeme rozdélit podle jejich mechanizmu
ucinku na latky poSkozujici ur¢itou bunéénou strukturu nebo jeji specifickou funkci; na latky,
které plsobi na mikrobidlni enzymy a na latky ovlivilujici a reagujici s DNA. Tyto
antibakterialni latky vSak nepusobi Uzce specificky, proto je nelze jednozna¢né zatradit do
nekteré z téchto tfi jmenovanych skupin. Z dalSich vnéjsSich vlivii prostiedi mizeme jmenovat
oxidacné redukéni potencial, zafeni, osmoticky tlak, povrchové napéti kapalin, ultrazvuk,
elektricky proud nebo hydrostaticky tlak. Velky vliv na rozvoj mikroorganismt maji kromé
fyzikalnich a chemickych vlivi jesté biologiéti ¢initelé. Mikroorganismy a jejich vzajemné
ovliviiovani se fadi k jednomu z ptednich biologickych ¢initeld. Velky vliv ma i pfipadny
hostitelsky makroorganismus, coze je rostlina nebo zivocich, na kterém dany mikroorganismus

parazituje nebo se kterym zije ve vzajemné symbioze (Fecko et al., 2004).

3.3.4 Piuda jako prostredi

Piidni mikroorganismy reprezentuji ptiblizné 0,4 % celkové hmotnosti pady. I pfes tento
fakt jsou vsak povazovany za nejvyznamngjsi slozku aktivni faze ekosystému. Maji totiz
nezastupitelnou roli v nékterych procesech jako je napiiklad mineralizace (Gplny rozklad
rostlinnych a ZzivociSnych tél), syntéza humusu, kolob&éh Zivin v pidé nebo tvorba
mikrostruktury piidy. VSechny tyto procesy pak lze chapat jako obecné zvysujici procesy pidni
urodnosti. Pochody v ptade¢ Ize tedy charakterizovat jako humifikaci, mineralizaci a biologické
poutani organickych a anorganickych latek. Diky mineralizaci organickych latek v pidé se
vytvareji energetické i substratové podminky pro pochody humifikacni, jejichZ prib¢h je pro

udrzeni ale 1 pro zvySovani urodnosti klicovy.

Mikroorganismy vytvareji s prosttedim vzajemné propojeny dynamicky celek.
Mikroorganismy pusobi na prostiedi tak, ze spolu s ostatnimi organismy vytvaieji jeho
biologické, fyzikalni a chemické vlastnosti. Prostfedi pak poskytuje mikroorganismiim energii,
vodu a Vv neposledni fadé i ziviny. Pida je primarnim mikrobidlnim prostfedim, i kdyz
mikroorganismy najdeme 1 ve vod¢€, vzduchu nebo i1 v jinych Zivych organismech (Chloupek,

2005).
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3.3.5 Zapojeni mikroorganismii do kolobéhu prvku

3.3.5.1 Zapojeni bakterii do kolobehu dusiku

Dusik se do ptidy dostava jako slozka proteinti v odumielych pletivech rostlin a tkanich
zivoCichl. Bakterie zivici se témito proteiny se oznacuji jako saprofytické. Pfi rozkladu
proteinii se uvoliluje amoniak, ktery je pak jako soucast amonnych soli nitrifika¢nimi
bakteriemi oxidovan na dusi¢nany a dusitany, jeZ jsou vyuzivany rostlinami jako zdroj dusikaté
vyzivy. Kromé saprofytickych a nitrifikacnich bakterii se v piid¢ vyskytuji jesté dusik vazajici
bakterie. Jsou to piedev§im Azotobacter chroococcum a Rhizobium leguminosarium (patii do
tzv. hlizkovych bakterii). Oba druhy pak vyuzivaji jako zdroj své dusikaté vyzivy pifimo
vzdusny N». Z tohoto dusiku si pak vytvéieji své vlastni proteiny a nukleové kyseliny. Kdyz
buiiky téchto zastupci odumftou, stanou se jejich proteiny potravou saprofytickych bakterii,

které je v konecné fazi rozlozi na amoniak a oxid uhlicity.

Azotobacter zije samostatné a vyuziva vzdusny dusik nezavisle na jinych organismech.
Hlizkovité bakterie Ziji v nadorcich na kofenech bobovitych rostlin a jsou vzhledem k nim
vV symbiotickém stavu, spocivajicim v tom, Ze rostlina dod4ava bakteriim zdroj uhlikaté vyzivy

ve formé cukernatych latek a hlizkové bakterie obohacuji pidu, kde rostliny rostou o dusi¢nany.

Kolobéhu dusiku se téz zacastnuji denitrifika¢ni bakterie. Ve vztahu k dusikaté vyziveé
rostlin maji tyto bakterie spiSe negativni uc¢inek. Ochuzuji ptidu o dusi¢nany a dusitany, které

redukuji az na molekularni N2 (Buscot et al., 2005; Rosypal et al., 2003).

3.3.5.2 Zapojeni bakterii do kolobéhu uhliku

Vychozim zdrojem uhliku na nasi planeté je oxid uhli¢ity. Ten se uvoliiuje do atmosféry
oxida¢ni €innosti organismi, to znamena jejich dychanim (Zivocichové, chemoheterotrofni

bakterie) nebo kvasenim (chemoheterotrofni bakterie).

Oxid uhlicity je jako zdroj uhliku vyuZzivan vSemi fotoautotrofnimi organismy (rostliny,
fotoautotrofni bakterie) a chemoautotrofnimi bakteriemi. Fotoautotrofni organismy (v pfevazné
vetSing rostliny) slouzi jako potrava zivo€ichim (bylozravci) a riiznym ptidnim heterotrofnim
bakteriim. Bylozravci jsou potravou masozravcim. Nakonec jsou pak odumielé tkané
zivo€ichli a odumfeld pletiva rostlin a jejich zbytky rozkladany pldnimi heterotrofnimi

bakteriemi. Pfi tom se jako jeden z kone¢nych produkti tohoto rozkladu uvoliiuje oxid uhlicity,
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ktery se vedle oxidu uhli¢itého uvolnovaného dychanim dostava do atmosféry (Rosypal et al.,
2003).

3.3.5.3 Zapojeni bakterii do kolob&hu siry

Na tomto kolob&hu se podileji fototrofni a sirné bakterie. Mnohé proteiny zivocichti
I rostlin obsahuji siru. Ta se ptisobenim saprofytickych bakterii na odumfela pletiva rostlin
a tkan¢ zivocicht uvoliuje ve formé sirovodiku (H2S). Z n¢ho si pak pro své pochody berou
vodik anoxygenni fototrofni sirné bakterie tak, ze sirovodik rozlozi az na siru, kterd je pak
oxidovana na siran chemoautotrofnimi bezbarvymi bakteriemi. Tyto bakterie téz oxiduji
sirovodik na siran. Siran poté slouzi jako zdroj siry pro rostliny. Ve formé rostlinné potravy
pfijimaji siru zivo€isné organismy, v nichz se pak sira stava slozkou mnoha proteinti (Rozsypal

et al., 2003).

3.3.6 Bakterialni operon pro detoxifikaci rtuti

Existuji nékteré druhy bakterii, které jsou schopny pfezivat a dokonce se mnozit
I v prostiedi, kde je koncentrace rtuti velmi vysoka (Steele et Opella, 1997). Tyto bakterie maji
ve svych plazmidech tzv. mer operon, kde jsou uloZzeny geny odpovidajici za detoxifikaci rtuti.
Tento geneticky systém je zatim jediny dobie dopsany systém rezistence mikroorganismu
zahrnujici transformaci toxickych sloucenin rtuti na tékavé a méné toxické formy. Jak
organické (CHsHgX), tak i anorganické (HgX) slouceniny rtuti prochazeji pomoci merC a merT
enzymu pies vnitfini membranu do cytosulu, kde jsou transformovany. Tyto geny kdduji
naptiklad preiplazmaticky protein (merP), schopny vazat rtut’ a také protein merT, ktery potom
umozni transportovat rtut’ do cytoplazmy butiky. Operon mer vSak nese jesté¢ gen merB pro
lyazu, konkrétné¢ pro organické rtutnaté sloucCeniny. Lyaza zapfic¢ini rozpad komplexu
a uvolyje rtut’ ve forme iontii. Operon nese jeSté gen merA pro enzymreduktazu, kterd ma
schopnost ménit tuto iontovou formu rtuti (Hg™") na rtut’ elementarni (Hg®), tedy plynnou a
mén¢ toxickou formu, ktera je volatilizovana (odpafena) pfes bunéfnou membranu do
atmosféry. Ve vétsin¢ studii byly pro transgenozi vyuzivany pravé tyto dva geny (Mathema et
al., 2011).

Enzym merA reaguje s vétsinou kovovych ionti, a to i se rtuti. Pokud upravime sekvenci
v okoli aktivniho mista enzymu, miiZze se tim zlepSit jeho enzymatickd schopnost redukce,
¢ehoz vyuzil ve své praci Rugh et al. (1996). Modifikoval gen merA za vzniku merApe9, ktery

je v rostlinné burice schopny vyrazné vyssi exprese, a dokonce poskytuje i vEtsi rezistenci vici
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rtuti. Gen merApe9 byl potom nesen vektorem pro pfenos, fizenym promotorem caMV35S,
také terminator NOS a polyAsignal. Pomoci Agrobacterium tumefaciens byl vektor vlozen do
husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana). Tyto upravené rostliny byly schopné rist na médiich
kontaminovanych az okolo hodnoty 100 uM/l HgCl,. To predstavuje témét pétinasobek toho,

co by bylo snesitelné pro neupravené rostliny.

Yang et al. (2003) pracovali s modifikovanym genem merApe9 pod kontrolou
aktivovaného promotoru puvodné z A. thaliana (ACT2) dosahl Sestinasobného zvySeni
rezistence k HgCl, u podzemnice olejné (Arachis hypogaea). Volatilizace elementarni rtuti
korelovala se zvySenou rezistenci, a to vV obou piipadech. Z toho diivodu byl vyvozen zavér, ze
u transgennich rostlin vznikl rezistentni fenotyp diky redukci rtuti z formy toxické na formu

netoxickou, respektive mén¢ toxickou.

Dalsi vyzkumy byly provadény s genem pro lyazu, ktera byla specificka pro organicky
vazanou rtut’. Gen merBpe vznikl pfidanim signalnich oblasti vhodnych pro rostlinnou expresi.
Tento gen spolu s CaMV35S promotorem, byl ne vektoru s NOS terminatorem a polyA
sekvenci. Metodou vakuové infiltrace bakterii A.tumefaciens byl vnesen do rostlin A. thaliana.
U takto pozménénych rostlin bylo dosazeno az patnactkrat vyssi exprese transgenu. To bylo
sice pii¢inou zvySeni obsahu rtutnatych iontti v cytosolu, ale paradoxné to pomohlo i k dobrému
ristu na médiu o vysoké koncentraci rtuti. Z toho vyplyva, ze za zvySenou toleranci zodpovidaji
detoxifikaéni mechanismy, pravdépodobné zalozené na principu proteini s chelata¢ni

schopnosti (Bizily et al., 1999).

V dalsi sérii pokusti ktizili tyto transgenni rostliny A. thaliana merApe9 (z publikace
Rugh et al. 1996) s transgennimi rostlinami A. thaliana merBpe, a to za G¢elem ziskani linie
rostlin s obéma transgeny. Rostliny byly navzajem porovnavany, a to vzhledem k ptsobeni
CH3HgCl. Ukazalo se, ze tato linie rostlin obsahujici oba geny merApe9 i merBpe jsou schopny
rist 1 pii aZ padesatkrat vyssSich koncentracich, nez byla koncentrace letalni pro kontrolni
rostliny a také pro rostliny s genem merApe9. U rostlin obsahujicich pouze transgen merBpe,
byl pti takovychto koncentracich zaznamenan pozvolny rust, ale velmi rychly uhyn.
Volatilizace opét korelovala s rezistenci, ale mnozstvi volatizované rtuti bylo osmdesatkrat

mensi, nez u transgennich rostlin s merApe9 (Bizily et al., 2000).

Dalsi pokusy byly provadény na zakladé chloroplastové transformace. I s touto metodou
bylo dosazeno vysoké tolerance ke rtuti. Ve své studii byly transformovany chloroplasty rostlin
tabaku virginského (Nicotiana tabacum). Byla pouzita mikrobiologickda metoda, pti niz byl

nejdiive vlozen konstrukt s operonem, ptivodem z Escherichia coli, nesouci opét geny merA
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a merB. Ty byly pod kontrolou promotoru genu Prrn, pro 16S ribosomalni RNA. Operon byl
ohrani¢en specifickymi sekvencemi, které byly homologické s genomem chloroplastu. To
vedlo k jeho pfesnému zacélenéni. Takto upravené rostliny byly schopné rust pii osmkrat vyssi
koncentraci fenyloctanu rtutnatého, nez byla letalni koncentrace pro kontrolni rostliny.
U modifikovanych linii N. tabacum se u zadné z koncentraci neprojevil ubytek hmotnosti
rostlinné susiny. Naopak u kontrolnich rostlin se hmotnost suSiny zmensovala se zvétSujici se

koncentraci fynyloctanu rtutnatého (Ruiz et al., 2003).

Diky témto metodam, vyuZzivajicim bakteridlni geny merA a merB, nebo jejich
kombinace, byly vytvoreny linie rostlin schopné odoldvat i velmi vysokym koncentracim rtuti.
Jejich odolnost je samoziejmé podminéna druhem toxické formy rtuti (organicky vazané nebo
iontové) a jejich proménou, za vzniku méné toxické plynné formy HgP. Ta je poté diftizi
volatilizovana do ovzdusi. Tim se vSak problém se rtuti nevyiesi, protoze zlstava v prostredi
a muze byt pomérné jednoduchym zptisobem preménéna zpét na toxickou formu (Ruiz et al.,

2011).

Takto emitovana rtut’ se vyskytuje v atmosféte pouze ve tfech anorganickych forméch.
Prvni je elementarni Hg®, dali je reaktivni plynna rtut’ (pro niz se pouziva zkratka RGM)
a partikularni rtut, kterd je absorbovand na ¢astice nebo pfimo Vv nich obsazena. Nejvice
zastoupenou plynnou formou rtuti v atmosféie je elementarni rtut, tedy HgP, tvoii pfiblizné
90 % z celkové koncentrace rtuti. Tato forma je pomérné malo reaktivni. Velice reaktivni jsou
vSak formy rtuti RGM. Ty sice zastupuji pouze asi 3% celkového obsahu rtuti, ale pro svou
Cast t&chto slougenin je obsazena v atmosférickych vodach (Schroeder et al., 1991). Nejméné
zastoupenou formou rtuti v atmosféte je partikularni rtut, jejiz obsahy se ve znecisténych
oblastech pohybuji okolo 0,3-0,9% z celkové koncentrace rtuti. Globalni cyklus rtuti a depozice
jsou vyznamné ovlivnény formami vyskytu rtuti a jejich vzajemnymi chemickymi
transformacemi. Elementarni forma rtuti (Hg) miize vydrzet, vzhledem ke své nizké
reaktivnosti, v atmosféfe 1-2 roky. Za tu dobu muze byt transportovana na velké vzdalenosti.
Atmosféru opousti ve forme suché depozice. Formy RGM setrvavaji a atmosféfe pomérné
kratkou dobu, tedy nékolik tydnti, nékteré dokonce pouze nékolik dni. Forma depozice je suché
1 mokra. Partikularni forma rtuti je pak deponovana velmi rychle a nej¢astéji v blizkosti zdroje
znecCisteni.

ProtoZe maji plidy znacnou kapacitu pro ukladani rtuti, jsou z dlouhodobého hlediska

zdrojem kontaminace rtuti pro malé vodni zdroje. Naptiklad v lesnich ekosystémech je az 90 %
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rtuti ulozeno prave v pude, ve vegetaci je ji obsazeno jen minimum. Nejvice rtuti je pak uloZeno
Vv mineralni pidé. Jelikoz je rtut’ v ptidé zadrzovana pomérné dlouhou dobu, zabranuji pidy
akutni kontaminaci vodnich tokt (Grigal, 2003). Retence rtuti u pidnich ekosystémii se stejné
jako u ostatnich ekosystému 1isi podle zastoupeni ptidnich typi. Koncentrace v povrchovych
organickych horizontech jsou vyrazné vyssi, nez v hlubsich mineralnich horizontech. Pro tizemi
sttedni Evropy bylo stanoveno rozmezi 300-900 pg.kg™ pro svrchni ptidni organické horizonty
(Grigal, 2003), pro tuzemi Ceské republiky to pak bylo 300-2200 pgkg™. V jednotlivych
ekosystémech hraji pidy pomérné vyznamnou roli z hlediska dynamiky a osudu deponované
rtuti. V povodich naptiklad hraje dilezitou roli procentualni zastoupeni mokiin, tloustka
pudniho profilu, svazitost, pH, vegetatni typ a obsah organického uhliku v puade.
Nejkontaminovanéjsi pidy se pak nachazeji v oblastech stfedoceského kraje. Je to dano
zejména chemickym primyslem, vyrobou chloru a cementu, spalovanim odpadu a v neposledni

fad¢ 1 historickou metalurgii.

Nejucinngjsi metodou pro ziskdvani stanoveni speciace rtuti v pevnych vzorcich se jevi
termo-desorpéni analyza (TDA). Tato metoda spociva v postupné pyrolyze vzorku, pfi niz se
sleduji v ¢ase uvoliiované koncentrace rtuti v zavislosti na teploté (Biester et Scholz, 1996).
Z této metody lze i urcit 1 formy rtuti, které se uvoliuji, protoze kazda z forem se uvoliuje pii

odlisné teploté.

Pro moZnosti zkoumani rtuti v ptidach i v Zivotnim prostfedi je diileZité znat formu rtuti
vyskytujici se v daném uzemi a jednotlivych lokalitach. Podle formy rtuti se da odhadnout jeji

piistupnost pro rostliny, moZznosti mobilizace nebo methylace.

Oproti atmosférickym depozicim vétSiny ostatnich prvki se ty u rtuti 1isi predevsim tim,
ze probihaji ve formé suché depozice. Z velké Casti je napiiklad elementarni forma rtuti
zachycovana asimila¢nimi organy rostlin (Miller et al., 2005). Mokra depozice je pak na daném
misté n€kolikrat mensi, nez sucha.

*I"'na Hg® byla pomémé podrobné zkoumana. Tento

Redoxni transformace rtuti z Hg
proces ukazuje hlavni cyklus rtuti mezi ptidou a atmosférou, stejné€ jako limitujici koncentrace
zbyvajici dvojmocné rtuti v piidé, kterd je poté transportovana do podzemnich vod nebo vyuzita
k methylaci. Kromé toho nekteré zdroje uvadi, ze v anoxickém prostredi (redukéni médium),
sorpce zeleza (Fe™") na mineralni podklad miize zvysit rychlost redukce rtuti v pidé (Charlet

et al., 2002). Dvojmocné zelezo je pak povazovano za hlavni prvek v médiu.
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Pro studium vlivu Fe na syntézu Hg® byly zkoumany dva ptdni prvky jako doplitkovy
experiment. Prvni z nich byl vépnik (Ca), ktery pfedstavuje dilezity prvek pidy a druhym
prvkem je Zelezo, protoZe jeho pfitomnost v piidé jiz prokazala redukci Hg*'' na Hg® (Charlet
et al., 2002). Vysledky ukazuji, ze mnozstvi extrahovaného Ca se zvySuje se zvySujici se
koncentraci thiosiranu sodného (Na2S203), za soucasného poklesu koncentrace Fe*!' (Charlet

etal., 2002).
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4 Metodika

4.1 Pudy a jejich vlastnosti

Pro experiment byly vybrany dva typy pudy s rozdilnymi fyzikélné-chemickymi
vlastnostmi:

. nekontaminovana cernozem z lokality Suchdol (50°7°40°°N, 14°22°33°‘E)
s kationtovou vyménnou kapacitou 230 mmol.kg™, pH 7.5 a s podilem oxidovatelného
uhliku na urovni 2,6 %. Textura pudy byla vyhodnocena jako prachovito hlinita
s podilem 2,18 % jilu, 71,80 % naplavenin (sedimentt) a 26,03 % pisku. Biologicky
dostupné podily zékladnich Zivin, fosforu (P), hot¢iku (Mg), drasliku (K) a véapniku
(Ca) byly stanoveny metodou podle Mehlicha (1984) a jejich hodnoty jsou nasledujici:
91 mg.kg™ P, 240 mg.kg* Mg, 230mg.kg™? K a 9000 mg.kg* Ca;

o nekontaminovana luvizem z lokality Cerveny Ujezd (50°4°22°°N, 14°10°19°‘E)
s kationtovou vyménnou kapacitou mmol.kg?, pH 6,5 a s podilem oxidovatelného
uhliku na arovni 1,7 %. Textura pudy byla stejnd jako u prvniho typu, ovSem
s rozdilnymi obsahy. Jilu bylo 5,38 %, sedimentd 68,14 % a 26,48 % pisku. Obsahy
zivin byly 100 mg.kg? P, 110 mg.kg*Mg, 80 mg.kgK a 3600 mg.kg™ Ca.

Oba pudni typy byly odebirany z hloubky 20 cm, hned poté byly homogenizovany,

prosety pfes 5 mm sito a ponechany v pokojové teploté, dokud nebyly pouzity k experimentu.

Tento experiment byl proveden pro posouzeni dopadu rtuti na mikrobidlni aktivitu
a biologické vlastnosti pidy. Piida byla jesté jednou proseta, tentokrat pfes 2 mm sito, a od
kazdého typu plidy bylo do polypropylenovych nadob odebrano presné 100 g vzorku. V téchto
nadobach byly vzorky nasyceny na 60 % vlhkost. Polovina vzorkt byla poté uméle
kontaminovéana rtuti pfidanim 60 mg HgCl,, takze vyslednd koncentrace rtuti v puadé
dosahovala hodnoty 440 mg.kg®. Nasledn& byly do obou typl piidy pridany jesté digestat
a popel ze spalovani biomasy, jako materialy, které mohou byt mimo jiné pouZity pro zlepSeni
zéasobenosti pudy zivinami, ale jsou 1 testovany v piipadé¢ omezeni mobility rizikovych prvka
Vv piid€ (Ochecova et al. 2014, Fernandez-Delgado Juarez et al. 2013, Vaneeckhaute et al. 2013).
Uletovy popel (pH 12,1) byl odpadnim materidlem ze spalovani dievni §tépky ve dvou kotlich
o vykonu 1,8 MW a 0,6 MW. Vzorek digestatu (pH 8,2) pochdzel z bioplynové stanice
0 vykonu 1732 kW/h, ve kter¢ je rozkladana smes cukrovarskych tizkl (50%), vyliskl z ovoce
(42%), a silazni kukufice (8%). Obsahy makro a mikroelementi v obou materidlech shrnuje

tabulka 2. Z tabulky je ziejmé, Ze oba materialy obsahuji vysoké koncentrace siry. Davky obou

30



materialt tedy byly odvozeny dle obsahu siry tak, aby davka odpovidala hodnoté¢ 600 mg siry
na kg pudy. Ptidavali jsme tedy do pfislusnych pokusnych nadob 10 g digestatu nebo 1,5 g

popela.

prvek popel digestat
P (%) 1.29+0.01 1.20+0.01
K (%) 7.74+ 0.02 2.1240.01
Mg (%) 1.44+; 0.02 0.49+0.02
Ca (%) 13.4+0.1 3.15+0.01
S (%) 4.07+0.01 0.600.01
Cu (%) 0.020+0.001 0.004+0.001
Fe (%) 2.79+0.01 0.18+0.01
Mn (%) 1.29+0.01 0.020.00
Zn (%) 3.58+0.08 0.030.00

Tab. 2: Celkovy obsah zivin v pouzitych meliorantech (Gacia-Sanchez et al., 2014).

Vysledné schéma tedy piedstavuje Sest pokusnych variant pro kazdy typ pudy dle

nasledujiciho schématu:

e Si/Sy: Eernozem/ luvizem;

e Si1Hg/ Sz Hg: 440 mg.kg™ HgCly;

e S1D/ S;D: digestat;

e S:D Hg/ S;D Hg: 440 mg.kg™ HgCl, + 600 mg.kg™ digestatu;

o S1A/ S;A: popel;

e S1A Hg/ S2A Hg: 440 mg.kgtHgCl; + popel.

Vsechny takto provedené ptidni vzorky byly inkubovany pti 28 °C po dobu 21 dni. Pro
vyhodnoceni vlivu rtuti a interakci mikrobiologické aktivity v obou ptadéch, byly jednotlivé
vzorky odebirany po 1, 7, 14 a 21 denni inkubaci. Jednotlivé varianty pokusu byly provedeny

ve tfech opakovéanich.

4.2 Pouzité chemikalie a metody

Pidni pH bylo méfeno pH metrem (Crison mikro pH) ve vyluhu 0,01 M roztoku CaClo,
ktery byl tfepan po dobu jedné hodiny. Celkovy rozpustny uhlik a dusik byly stanovovany také
v 0,01 M roztoku CaClz, a to v poméru 1:10 (hmotnost: objem), tiepany po dobu dvou hodin
pii pokojové teploté a nésledné odstiedény pii 3000 otdckach za minutu po dobu 20 minut.

Celkovy rozpustny uhlik a dusik byly pak stanovovany pomoci automatizovaného systému
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SKALAR SANplus s kontinualnim pratokovym segmentacnim analyzatorem (Skalar,
Holandsko). Pro kvantifikaci celkového rozpustného uhliku se nejprve vzorek okyseli roztokem
kyseliny sirové a probublava dusikem. Tim se uvoliluje jakakoliv anorganicka nebo tékava
organicka forma uhliku. Roztok vzorku se pak jesté misi s Cinidlem persiranu tetraboritého
a vystavi ptasobeni UV zafeni. Tento proces oxiduje organicky uhlik na oxid uhlicity, ktery je
potom vylouéen z roztoku probubldvanim. Mnozstvi oxidu uhli¢it¢ého bylo méfeno
infraCervenou detekci. V piipadé celkového rozpustného dusiku se vzorek smisi s boraxovym
pufrem. Po promichéni se ptida persiran draselny a smés se vystavi UV zafeni. Dusi¢nany se
urcuji Griessovou metodou po redukci dusi¢nan na dusitany bud kademnato-méd’natym
¢inidlem, nebo roztokem siranu hydrazinu. Absorbance pak byla méfena spektrofotometricky

pii 540 nm.

4.3 Uhlik mikrobialni biomasy

Biologické parametry byly stanoveny pro kazdé ze Sesti opakovani, které byly odebrany
Vv riznych ¢asech inkubace. Uhlik z mikrobialni biomasy byl stanoven metodou fumigace, to
znamena extrakei chloroformem: 10 g plidniho vzorku bylo umisténo do vakuového fumigatoru
a vystaveno chloroformovym pardm po dobu 24 hodin. Z téch to vzorki se pak extrahuje
celkovy organicky uhlik za pouziti 0,5 M roztoku K2SO4 v poméru 1:4 (hmotnost: objem). Poté
se vzorky tfepou po dobu jedné hodiny podle metody navrzené v praci Mingorance et al. (2007).
MnozZstvi uhliku z mikrobialni biomasy bylo vypocitano jako rozdil obsahu fumigovanych
a nefumigovanych vzorki (ES) pomoci koeficientu Kec (C= Ec/ KEC). Hodnota KEC pouzita
pro vypocet uhliku z mikrobialni biomasy (C) se rovna 0,45 (Wu et al., 1990).

4.4 Nitrifikace

Obsahy N-NH4* a N-NOs byly stanoveny v extraktu zeminy 0,01 M roztokem CaCl;
v poméru 1:10 (hmotnost: objem) stejnym postupem jako u celkového rozpustného uhliku
a dusiku. Stanoveni N-NH4" a N-NOs byla provedena kontinualnim pritokovym segmentaénim
analyzatorem a kolorimetrickou metodou na pfistroji SKALAR SANplus SYSTEM (Skalar,
Holandsko). Postup pro kvantifikaci obsahit NH4" je zaloZen na modifikované Berhelotové
reakci, kde amoniak chlorovany na monochloramin reaguje se salicyldtem za vzniku
5-aminosalicylatu. Po oxidaci vznikne zelena komplexni slou€enina. Absorbance vzniklého
komplexu byla méfena pii 660 nm. Dusi¢nany byly stanoveny metodou redukce kadmia.
Vzorek se necha projit pies sloupec obsahujici granulovany méd’nato-kademnaty substrat, kde

se redukuje na dusitan. NOs™ byl kvantifikovan diazotaci se sulfanilamidem a naslednou reakci
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s a-naftyl ethylendiamid dihydrochloridem za vzniku hodné zbarveného azobarviva, které se

méfi na vinové délce 540 nm.

4.5 Statisticka analyza

Statistickd analyza byla provedena pomoci softwaru SPSS 17.0. Data byla analyzovana
pomoci jednofaktorové analyzy rozptylu (ANOVA). Pro vyhodnoceni vzorkli mezi sebou, ale
i s kontrolnimi vzorky byl pouzit post hoc Dunnettv test (* P < 0.05, ** P <0.01) a Tukeyiv
test (P < 0.05). Pro posouzeni vztahli mezi proménnymi byla pouzita linearni regresni analyza

s aplikaci Pearsonovych korela¢nich koeficientt.
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5 Vysledky

5.1 Zména pudniho pH

Hodnota pH u ¢ernozemé (S1) byla na zacatku pokusti neutralni, zatimco u luvizemé
(S2) bylo naméteno kyselé pH. U kontaminovanych vzorka obou typa pud rtuti, se hodnoty pH
m¢éfily pouze u vzorkd s 21 denni inkubaci (Graf 1). U ¢ernozemé (S1HQ) se pH vyrazné¢ snizilo,
zatimco u luvizemé (S2Hg) nebyl pozorovan vyrazny rozdil hodnot pfed inkubaci a po ni. Po
ptidani digestatu se pH zvysilo u obou typu pud, tedy ve vzorcich SiD i S;D v porovnani
s kontrolnimi vzorky pudy (S1 a Sz). Pfidani digestatu do rtuti kontaminovanych vzorku (Si1D
Hg a S:D Hg) vedlo po 21 denni inkubaci k odlisnym hodnotam pH od SiHg a S2Hg (tedy
odlisnym od vzorkt, které byly kontaminované pouze rtuti). Nebyly vSak pozorovany zadné
rozdily ve vztahu k S1D a S:D. Aplikace popilku vyvolala zvySeni pH u obou typu pud (S:A i
S2A) u druhého typu pud doslo k vyraznéj§imu zvysSeni, nez u prvniho. V obou pudach zvysil
hodnotu pH i popilek ptidany k pidam kontaminovanych Hg, a to jak ve vzorku S1A Hg, tak
I v S2A Hg. Nicméné toto zvysSeni bylo mnohem vyraznéjsi u S1A Hg, tedy u prvniho typu pidy.
Stejné tak rozdil v hodnotach pH nebyl pfili§ vyrazny mezi kontrolnim vzorkem (S1) a vzorkem
kontaminovanym rtuti s pfimési popilku (S1A Hg). U vzorku S>A Hg bylo pH o néco niz$i, nez
Vv kontrolnim vzorku (S2) (graf 1).

9,0

—@— S1
—0O— 82

8.5 -

8.0 1

pH

7,5 1

7.0 1

6.5 1

6.0 T T T T T T

Kontrola kontrola + Hg digestat digestattHg popilek popilek+Hg

Graf 1.: Primérné hodnoty pH u vSech typt vzorki
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5.2 Celkovy rozpustny uhlik a dusik

5.2.1 Cernozem

U prvniho typu pudy, tedy u Cernozemé nebyly pozorovany zmény v obsazich
celkového rozpustného uhliku a dusiku v kontaminovanych a nekontaminovanych vzorcich (S1
a S1 Hg). Celkovy obsah rozpustného uhliku se zvysil po piidani digestatu, a to u vzorki s 1, 7,
14 denni kontaminaci. Naopak u vzorkii s 21 denni kontaminaci byl zaznamenéan mirny pokles.
Toto zvySeni je pomérné vyznamné vzhledem ke kontrolnim vzorkim pudy (Si1), a to pro
vSechny délky inkubace. Nebyly nalezeny zadné zmény v obsahu celkového rozpustného
dusiku u zadného vzorku (vzhledem k délce inkubace); pouze u 7 dennich vzorkl s ptfimési
digestatu byl obsah nepatrné rozdilny, coz je ale vysledek, ktery neni pro provedeny vyzkum
nijak vyznamny. Nicméné bylo zjisténo, ze doslo k vyraznému zvyseni celkového obsahu
rozpustného dusiku u 1, 7 a 21 dennich vzorcich (**P<0,01; *P<0,05). Podobnou reakci
vyvolala inkubace rtuti v padé s piimési digestatu na obsah celkového rozpustného uhliku
V porovnani s kontrolnim vzorkem SiD. Obsah celkového rozpustného dusiku poklesl u 21
denni kontaminace, pozorovali jsme ale zvySeni u 1 a 7 denni inkubace (**P<0,01). Pouziti
popilku nemélo vliv na zvySeni celkového rozpustného uhliku a dusiku. Mirné zvyseni bylo

pozorovano pouze u vzorkt se 14 denni kontaminaci (S1A Hg) (tab. 3).

5.2.2 Luvizem

Obsah celkového rozpustného uhliku a dusiku u druhé typu pudy (S2) vzrostl pouze
u vzorku se 14 denni koncentraci. Pfitomnost rtuti vyznamné neovliviiovala obsahy celkového
rozpustného uhliku a dusiku. Celkovy rozpustny uhlik vykazoval narGst jen po 14 denni
kontaminaci rtuti. Zmény v obsahu celkového rozpustného uhliku nebyly pozorovany ani pfi
srovnani s nekontaminovanymi vzorky. Obsah celkového rozpustného dusiku se vSak
vyznamné snizil u 14 dennich vzorkd (**P<0,01). Na druhou stranu vykazovaly vzorky
S ptimési digestatu vysoké obsahy obou prvki. Celkovy rozpustny uhlik v 1, 7, 14 i 21 dnech
po aplikaci, v pripad¢ celkového rozpustného dusiku to bylo u vzorki s 1 a 7 denni kontaminaci.
Vyznamné rozdily byly pak pozorovany v porovnani se vzorky S» (nekontaminované rtuti).
Ihned po jejim ptidani a béhem vSech délek inkubace se obsah ménil, s vyjimkou 14 a 21 denni
inkubaci v pfipad¢ celkového rozpustného dusiku (**P<0,01; *P<0,05) (tab. 4). Pfidani rtuti do
vzorku S;D vykazovalo podobné vysledky v obsazich prvkd jako u S;D bez rtuti. Pridani
popilku zvysilo obsah celkového rozpustného uhliku ve vzorcich se 14 denni koncentraci,

zatimco obsah celkového rozpustného dusiku byl pozorovan, ale ne razantné. Obecné tedy plati,
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ze aplikace popilku nevyvolala vyznamné zmény v porovnani s kontrolnimi vzorky pudy (Sz)
(tab. 4). Kontaminace rtuti pak vyvolala podobné vysledky v obsazich rozpustného uhliku a

dusiku jako ptda s ptimési pouze popilku (S2A).

5.3 Uhlik mikrobialni biomasy

5.3.1 Cernozem

Kvantifikace uhliku mikrobidlni biomasy neodhalila signifikantni zmény v zadném ze
vzorkti prvniho typu pudy (S1), S ohledem na cCasy inkubace. Stejné¢ tak ve rtuti
kontaminovanych vzorcich (SiHQ) nebyly pozorovany zadné rozdily mezi dobou inkubace.
Obsah uhliku mikrobialni biomasy byl pouze vyrazné sniZen u vzorku s jednodenni inkubaci,
a to dokonce tak vyraznég, Ze klesl pod detekéni limit (Graf 2). Podle o¢ekavani pozitivné zvysila
obsah mikrobidlniho uhliku aplikace digestatu, ato v 1, 7, 14 1 21 dennich vzorcich. Stejné tak
byly pozorovany vyznamné rozdily ve vztahu ke vzorkim pudy v nezménéné podobé (**
P<0.01; * P<0.05). Pritomnost rtuti ve vzorcich s digestaitem (S:D Hg) vyvolala vykyvy
V obsazich mikrobidlniho uhliku, a to pfedev§im u 7 a 21 dennich vzorcich, kde byla naméfena
vy$$i hladina uhliku, neZ u 1 a 14 denni inkubace. U 7 a 21 denni inkubace se hodnoty vyrazné
lisily v porovnani se vzorky pudy s obsahem rtuti (SiHg) a s digestatem (SiD). Po piidani
popilku se nezvysily hodnoty obsahu mikrobialniho uhliku v Zadném vzorku a Case inkubace.
Dokonce jiz u jednodennich vzorkl byl pozorovan pokles mikrobidlniho uhliku v porovnani
v nekontaminovanou ptdou (Si1). Podobny trend byl nalezen u rtuti kontaminované pidy

s popilkem (S1A Hg) (graf 2).

5.3.2 Luvizem

V nekontaminovanych vzorcich druhého typu pudy (S2) nevykazovaly hodnoty
mikrobialniho uhliku Zadné zmény v zadné z délek inkubace. Ani vzorky se rtuti (S2HQ)
nevykazovaly vyrazné zmény. Pozitivni efekt byl zaznamendn u vzorkd s digestatem, kdy se
jeho pfitomnost vyraznéji projevila u vzorki 1 a 7 denni inkubace (**P<0.01). Pfitomnost rtuti
ve vzorcich s digestatem (S2D Hg) vyvolala zmény v obsahu mikrobialniho uhliku béhem vsech
délek inkubace. Nebyla totiz zjiSténa stanovitelna hodnota mikrobialniho uhliku ve vzorcich
s 1 denni délkou inkubace (**P<0.01), ale jiz od 7 dennich vzorkl bylo zaznamenano vyrazné
zlepseni (*P<0.05). Pridanim popilku nebyly zjistény zmény od vzorkt Sz, pouze po 7 dnech
inkubace se zvysil obsah uhliku. Stejné tak neovlivituje obsah mikrobidlniho uhliku rtut’ ve

vzorcich s popilkem (S2A Hg) u zadné z délek inkubace ve vztahu k So Hg (graf 3).
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5.4 Obsah N-NH4" a N-NOs’

54.1 Cernozem

Obsahy N-NHs" a N-NOs3™ se v zavislosti na dobé inkubace v prvnim typu pidy (S1)
nemeénily. Podobné vysledky byly pozorovany také ve rtuti kontaminované padé (Si1Hg), coz
ukazuje tabulka 5. V obsazich N-NH4" a N-NOs™ tedy nebyly pozorovany rozdily mezi pidou
nekontaminovanou a kontaminovanou. Nicméné po aplikaci digestatu byl zaznamenéan vyssi
obsah NH4" u vzorki se 14 a 21 denni inkubaci. Toto zvySeni bylo také vyznamné s ohledem

na nekontaminovanou ptdu (S1) (** P<0.01).

Zatimco N-NOs™ dosahoval nejvyssi Urovné po 1 a 7 denni kontaminaci, coz je
statisticky vyznamné v porovnani s nekontaminovanou pudou (S1) (*P<0.05; ** P<0,01),
N-NH4" vykazoval nejvyssi obsahy po 14 a 21 denni inkubaci ve rtuti kontaminované ptdé
(S1tHg). Vyznamné rozdily vSak byly pozorovany u 1, 7, a 21 denni inkubace v porovnani
s (SiHg) (** P< 0,01). Ve rtuti kontaminované pidé se obsah N-NO3z™ zménil po pridani
digestatu, a to pouze u jednodenni inkubace ve vztahu k SiHg. Po pouziti popilku nebyly
pozorovany zadné zmény v obsazich dusiku a to jak u nekontaminovanych vzorkd, tak u rtuti

kontaminovanych vzorka (tab. 5).

5.4.2 Luvizem

Obsah N-NHs" a N-NOs™ byl ve druhém typu pidy (S2) pozorovan po 14 a 21 denni
inkubaci, u rtuti kontaminovanych vzorki (S2Hg) sice ke zménam doslo, ale ne k podstatnym.
Nicméné¢ ve rtuti kontaminovanych vzorcich byl obsah N-NOs3™ snizen po 14 a 21 denni inkubaci
(** P<0.01; * P<0.05) v porovnani s nekontaminovanou ptidou (Sz) (tab. 6). Pfidani digestatu
do luvizemé vyvolalo zvyseni obsahu N-NH4+, zejména pak ve vzorcich po 14 a 21 denni
inkubaci. Ve vzorcich po 21 denni inkubaci byl pak pozorovan vyznamny rozdil v obsahu N-
NH4+ v porovnani se zakladnim vzorkem (S2) (** P<0.01). Na druhou stranu obsah N-NOs- se
po pfidani digestatu vyrazné neménil. Pouze u 14 a 21 denni kontaminaci jeho obsah prudce
poklesl v porovnani s S (**P<0.01). Pfitomnost digestatu ve rtuti kontaminovanych vzorcich
(S2D Hg) vyvolala nartst obsahu N-NH4* u 14 a 21 denni expozice. Vyrazné zvySena hladina
N-NOs- byla pozorovana u 1 denni expozice, zatimco u 7, 14 a 21 denni expozice se obsah N-
NOs- vyrazné snizil. V porovnani se vzorky S2Hg (tab. 6) se ukazal vyznamny rozdil v obsazich
(** P<0.01). Ptidani popilku sice vyvolalo zvyseni N-NHs", nebylo vSak nijak vyznamné.
Podobny trend byl pozorovan u rtuti kontaminovanych pid (S2A HQg). Hladina N-NOs- se vSak
po pridani popilku zvysilau 7,14 a 21 denni inkubace v porovnani s S, (tab. 6). Ptidavek popilku
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ve rtuti kontaminované pidé nevyvolal vyznamné zmény v obsahu N-NOs- béhem doby
inkubace. Pouze u 14 denni inkubace se hladina obsahu vyznamné snizila v porovnani

s nekontaminovanou pudou (S2) (** P<0.01).
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Tab. 3: Obsahy celkového rozpustného C a N u ¢ernozemé (S1) a u rtuti kontaminované pudy (S1 Hg); pudy s primési digestatu (S1D) a pudy

kontaminované rtuti (S1D Hg); pidy s popilkem (S1A) a piidy kontaminované rtuti (S1A Hg) po 1, 7, 14 a 21 denni expozici.

85,10+6,62a

907,29£151,5cde**

991,59+39,91de**

90,99+11,89ab

88+7,24a

Rozpustny N

47,94+8,86ab

29,99+4,49a

663,23£190,79def**

778,55£98,13ef**

68,58+46ab

23,431,122

Rozpustny C

128,72+12,63ab

113,06+2,63ab

994,05£116,01d**

1086,36+48,58de**

127,49+7,06ab

129,20+7,12ab

Rozpustny N

56,18+4,47ab

63,20+11,26ab

1030,06+186,56f**

585,87+39,27cdef**

167,87+£93,01abcd

69,88+18,68ab

Rozpustny C

253,92+22,82ab

228,49+6,21ab

1846,73+189,83f**

1424,55+38,52ef**

282,29+31,76abc

725,26+489,38bcd

Rozpustny N

120,07+19,90abe

85,60+12,29abc

574,13+86,01bcdef

518,72+119,48abcdef

129,38+28,07abcde

344,16+241,76abed

Rozpustny C

113,93+12,49ab

104,55+7,85ab

613,14+72,28abcd**

582,47+24,82abcd**

146,17+15,13ab

112,46+,32ab

Rozpustny N

136,31£37,17abed

24,40+15,38a

613,79+242 41cdef*

337,43+19,89abcde

124,38+4,79abed

49,34+9,73ab

Hodnoty ptedstavuji primér (£SE) ze tii opakovani (n=3). V kazdém vzorku dat (*,**) predstavuji statisticky rizné hodnoty, na zakladé Dunnetova

testu (**P<0,01; *P<0,05). Jednotliva pismena piedstavuji vyznamné rozdily mezi opakovanimi podle Tukeyova testu (* P<0.05).



Tab. 4: Obsahy celkového rozpustného C a N u luvizemé (S2) a u rtuti kontaminované pudy (S2 Hg); pudy s ptimési digestatu (S2D) a pudy

kontaminované rtuti (S2D Hg); pidy s popilkem (S2A) a pidy kontaminované rtuti (S2A Hg) po 1, 7, 14 a 21 denni expozici.

Rozpustny C

69,56+53,48ab
152,21455,35ab*
46,993 44a
10,023,522
11,79+2,47a

Rozpustny N

12,14+£0,32a

31,67+24,13a

75,66+19,21abc**

131,60+18,13abc**

9,84+2,30a

5,80+0,90a

Rozpustny C

134,63+15,80ab

12244,13ab

1159,68+97,29¢**

1146,25+£207,17e**

172,87+28,02abc

130,97£7,48ab

Rozpustny N

101,53+16,86ab

117,27+3,80abc

365,96+46,64efg*

333,05£105,30defg*

134,33+9,61abc

74,28+8,56abc

Rozpustny C

464,60+151,78cd

371,96+15,08bcd

1409,79+37,71e**

1365,80£51,41e**

445,33+24,69cd

452,22+20,90cd

Rozpustny N

424,15+49,23fg

116,52+30,97abc**

448,71+83,45f

441,11+48,06f

157,26+4,76abcd

67,16+24,55abc

Rozpustny C

114,58+9,80ab

110,67+8,90ab

646,52+47,65d**

529,94+38,39d**

130,47£9,19ab

120,39+4,40ab

Rozpustny N

157,44+46,30abcd

62,02+16,26ab

260,77+19,46¢def

237,60+28,72bc

140,45+9,42abcde

82,18+19,36abc

Hodnoty ptedstavuji praimér (£SE) ze tii opakovani (n=3). V kazdém vzorku dat (*,**) predstavuji statisticky rizné hodnoty, na zakladé¢ Dunnetova

testu (**P<0,01; *P<0,05). Jednotliva pismena ptedstavuji vyznamné rozdily mezi opakovanimi podle Tukeyova testu (* P<0.05).



Tab. 5: Obsahy N-NH4"a NO3™ u ¢ernozemé (S1) a rtuti kontaminovanych ptd (S1Hg); ptdy s pfimési digestatu (S1D) a ptidy kontaminované rtuti

(S1:D Hg); pudy s popilkem (S1A) a pidy kontaminované rtuti (S1A Hg) po 1, 7, 14 a 21 denni expozici.

6,053+0,37a

- NH4+

12,26+1,77a
20,31+9,46a

S1D Hg
S1A Hg

10,97+0,60a

NOs

29,18+2,24a

13,73¢6,11a

462,31+135,99b**

569,62+91,38bc**

46,61+34,92a

12,88+4,30a

NHz*

14,55+1,46a

45,17+6,21ab

38,36+2,32a

179,91+48,3abc**

13,71£3,12a

33,66+4,78a

NO3

33,93+4,09a

5,73+3,38a

732,10£132,62¢**

183,57+34,02a

50,12+14,07a

17,59+10,94a

NHs*

50,04+21,34ab

72,44+12,26ab

263,10+63,21bcd*

301,53£96,61cd

55,99+20,86ab

67,67+8,42ab

NOs

60,05+3,75a

8+0,88a

109,37+£90,26a

48,78+12,14a

53,96+4,25a

28,53+19,38a

NH4*

61,06+£26,19ab

62,22+14,87ab

417,55+116,33de**

524,72+83,67e**

49,86+19,90ab

54,53+18,87ab

NOs

74,18+£22,38a

14,88+6,23a

31,17+£24,67a

22,02+16,21a

61,74+4,59a

20,61+9.61a

Hodnoty ptedstavuji praimér (£SE) ze tii opakovani (n=3). V kazdém vzorku dat (*,**) pfedstavuji statisticky rizné hodnoty, na zakladé¢ Dunnetova

testu (**P<0,01; *P<0,05). Jednotliva pismena ptedstavuji vyznamné rozdily mezi opakovanimi podle Tukeyova testu (* P<0.05).



Tab. 6: Obsahy N-NH4+ a NO3- u luvizemé (S2) a rtuti kontaminovanych pud (S1Hg); ptdy s pfimési digestatu (S1D) a pidy kontaminované rtuti

(S1:D Hg); pudy s popilkem (S1A) a pidy kontaminované rtuti (S1A Hg) po 1, 7, 14 a 21 denni expozici.

1,49+0,50a

- NH4+

7,16+3,63a
0,70+0,083a
2,93+0,57a

S2A Hg

NOs

5,71£0,72a

16,11+15,74ab

45,60+15,87bc*

79,82+9,99cd**

5,25+2a

0,30+0,05a

NHz*

47,87+18,96ab

95,38+44,57abc

157,14+62,64abcd

167,69£75,62abcd

36,63+12,33ab

44,11+4,53ab

NO3

45,96+7,88abc

12,78+6,48ab

32,73+22,80abc

9,03+5,08a

81,60+5,22¢d

12,14+4,13ab

NHs*

289+53,05bcd

181,32+63,87abcd

288,53+96,24bcd

314,17£58,29¢d

60,10+0,92abc

71,42+7,77abc

NOs

64,47+18,58bcd

8,70+0,82a**

4,78+1,75a**

3,17+0,20a**

101,76+3,36d*

15,1449,16ab**

NH4*

95,25+35,28abc

92,88+19,06abc

397,55£120,75d*

289,58+86,79bcd

55,86+18,48abc

66,31+18,17abc

NOs

80,10+20,64cd

31,10+8,59abc*

3,37£0,46a**

n.d#

77,39+31cd

36,40<13,24abc

Hodnoty pfedstavuji primér (+SE) ze tfi opakovani (n=3). V kazdém vzorku dat (*,**) pfedstavuji statisticky rtizné hodnoty, na zékladé¢ Dunnetova

testu (**P<0,01; *P<0,05). Jednotliva pismena piedstavuji vyznamné rozdily mezi opakovanimi podle Tukeyova testu (* P<0.05),

n.dt nestanoveno



6 Diskuse

Rtut’ ma obecné vysokou afinitu k huminovym kyselindm obsazenych v organické
hmoté pady a stejné tak dobie redukuje obsah siry (Sipkova et al., 2014). Pouziti meloirantt
muze predstavovat dalsi zdroj huminovych latek a siry, coz by mohlo pomoci se stabilizaci,
piipadn¢ imobilizaci rtuti, ¢imz by doSlo ke snizeni jeji biologické dostupnosti. Pouziti
digestatu a popilku jako organické a anorganické piimési, které se 1isi ve svém chemickém

slozeni (Tab. 2), poukazuje na rtizné kapacity pro imobilizaci rtuti u ¢ernozemé a luvizemé.

Obé¢ zkoumané pudy (S1 i Sp) se lisily svymi hodnotami pH (neutralni a mirn¢ kyselé),
coz muze ovlivnit mobilitu rtuti. Garcia-Sanchez et al. (2014) zjistili, Ze vySsi kapacitu pro
imobilizaci rozpustné rtuti ma ¢ernozem (S1), nez luvizem (Sz). Aplikace digestatu a popilku
vyvolala u obou typa pid zvyseni hodnot pH, a to jak u ptid kontaminovanych rtuti, tak i u
nekontaminovanych. Vyss§i vliv na zvySeni pH méla aplikace digestatu, nez popilku. Janos et
al. (2010) zaznamenali podobny vysledek, kde pouziti anorganickych ptimési jako je 1étavy
popilek nebo zeolit vedlo k mirnému zvyseni pH v pidé znecisténé tézkymi kovy v porovnani
s organickymi pfimésemi, Coz byl v tomto piipadé alkalicky huméat. Kromé toho se zména pH
pouziva jako €asty sanacni postup u plid se zvySenymi obsahy prvkil, protoze vétSina prvka je
mén¢ rozpustna v alkalickém prostfedi. Hodnota pH v piidé hraje klicovou roli v mobilité kovi.
Maji vliv napiiklad na rovnovahu na bazi kyseliny a zasady, ovliviiuji reakce na povrchu, kde
se uskutectiuji reakce kovovych kationtd, iontové vymény a dalSi reakce vazajici kovy.
Rozpustnost a vaznost kovit huminovymi latkami je také ovlivnéna ptidnim pH. Obecné plati,
ze vysoké hladiny pH indukuji adsorpci kationtl kovi a snizuji pohyblivost. Garau et al. (2007)
pozorovali snizeni mobility téZkych kovil po pfidani vapna nebo cerveného kalu (tj. alkalického
odpadu ze zpracovani bauxitu), a to v disledku zvyseni pH pudy. ZvySeni pH ptidy vyvolané

pfidanim pfimési l1ze ptikladat zvySenim obsahu kationtl (Cavallaro et al., 1993).

Inkubace rtuti v obou typech pud nepfinesla ani v jedné z nich zménu rozpustného
uhliku a dusiku, a to v Zddném z ndmi zkoumanych inkubacnich Cast. Vzajemny vztah mezi
rtuti a dal$imi pidnimi prvky byl jiz diive popsan (Reis et al., 2010). Je zde vSak nedostatek
informaci o vlivu rtuti na obsahy celkového uhliku a dusiku. NaSe vysledky ukazuji, Ze rtut’
nema na tyto zmény obsahi vliv, nicméné je tfeba zdiiraznit, Ze imobilizace rtuti by mohla byt
ovlivnéna makro- a mikro- prvky p¥itomnymi v piidnim vzorku. Studie provedena Sipkovou
et al. (2014) napiiklad zjistila, ze existuje negativni korelace mezi rozpustnym podilem rtuti

a obsahy hoft¢iku, manganu, Zeleza a médi. Reis et al. (2010) pozorovali, ze vyssi podil
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rozpustné rtuti v piadé muze byt dusledek pfitomnosti hliniku a manganu. Kromé toho je
potvrzeno, ze mangan ma antagonisticky ucinek proti rtuti. Naopak obsah siry pfispél

k zachovani rtuti v ptidni matrici, coZ snizuje mobilitu kovii (Sipkova et al., 2014).

Zvyseni obsahii celkového rozpustného uhliku ve vzorcich pudy prvniho typu (Si1)
s primé&si digestatu, mize byt spojeno s jeho vysokym obsahem zivin (tab. 2). Hodnoty dusiku
se vSak nezménily s vyjimkou 7 denni inkubace, coz by pravdépodobné mohlo byt zptisobeno
nizkym obsahem dusiku v digestatu. Podobny vysledek pozorovali Juarez et al. (2012). Kromé
zvySeni hladiny uhliku zvySuje digestat jesté makro- a mikro- prvky, zejména pak obsah siry
(Garcia-Sanchez et al., 2014). Pfidani digestatu do ptidnich vzorkt kontaminovanych rtuti (S1D
Hg), vyvolalo podobné vysledky jako u rtuti nekontaminovanych vzorkl. Z toho vyplyva
zapojeni digestatu do imobilizace rtuti pfes dal$i zdroje obou huminovych substanci a siry.
Nizké koncentrace mobilni rtuti byly nalezeny pouze po jednodenni inkubaci (Garcia-Sanchez
et al., 2014). Na druhou stranu ptitomnost rtuti nezmeénila obsah celkového rozpustného uhliku,
¢imz se ukazuje, Ze sledované agrochemické vlastnosti (organicka hmota a zZiviny) nalezené u
obou pud (S1 i S2), nehraji vyznamnou roli ve zméné celkového uhliku. Hladina celkového
rozpustného dusiku byla ovlivnéna u 14 denni inkubacéni doby; toto zjisténi mize byt spojeno
S naruSenim prubéhu cyklu dusiku, zprostfedkovaném mikroorganismy jako dusledek
negativniho dopadu rtuti na mikrobialni spoleCenstva piidy. Pouziti digestatu u druhého typu
pidy (S2) vykazovalo stejny dopad jako u prvniho typu (S1) v disledku exogenniho vstupu
organické hmoty a Zivin, které mohou stimulovat cyklus uhliku a dusiku pldnimi

mikroorganismy.

Pouziti popela ze spalovani dieva piedstavuje dobry zdroj makro- i mikro- Zivin pro
pudu (Demayer et al., 2001). V naSem pokusu se tato skute¢nost vSak neprojevila ani u jednoho
typu pudy (S1 ani Sz). Popilek totiz neni v disledku spalovaciho procesu zdrojem uhliku ani
dusiku. Uhlik a dusik jsou totiz odpatfovany a v popilku ziistavaji pouze prvky jako fosfor,
draslik, hot¢ik, sira, vapnik, méd’, Zelezo, mangan a zinek (Tab. 2). Ackoliv popilek nijak
neptispiva ke zvySeni huminovych latek, jeho obsah siry mtize hrat roli pfi imobilizaci rtuti do

thiolovych skupin (Garcia-Sanchez et al., 2014).

Uhlik mikrobidlni biomasy hraje klicovou roli v kolobéhu Zivin (Nanipieri et al., 2002),
a proto jeho obsah miize byt pouzit jako parametr pro posuzovani vlivu kontaminace pudy na
stopové prvky (Zhang et al., 2008). Pfitomnost rtuti v prvnim typu ptidy (S1) negativné ovlivnila
obsah uhliku mikrobialni biomasy. Dokonce ve vzorcich po 1 denni kontaminaci byl tento

obsah pod mezi detekce stanoveni. Uhlik mikrobidlni biomasy je vyznamnou slozkou ptdy a
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vyznamny indikator rozpadu organické hmoty, odbouravani zneciStujicich latek, recyklace
zivin a tézkych kovt (Perelomov et al., 2006). Vysoké koncentrace kovii mohou vyrazn¢ snizit
mikrobidlni uhlik a ovlivnit tak rozklad latek v ptd¢, protoze mikrobidlni aktivita je negativné
ovlivnéna toxicitou tézkych kovu (Barajas-Aceves, 2005). Obecné¢ pak bylo potvrzeno, ze
obsah uhliku mikrobidlni biomasy u nekontaminovanych pid je vyssi, nez u pud
kontaminovanych. V nasem piipadé byla koncentrace 440 mg Hg kg dostate¢né toxicka pro
snizeni mikrobialniho uhliku v prvnim typu pady (S1). V piipadé luvizemé (Sz) vSak vliv
pritomnosti rtuti na mikrobialni uhlik nebyl potvrzen. Tyto rozdily pozorované v obou ptidach
mohou souviset s jejich rozdilnymi vlastnostmi. U prvniho typu pudy (S1) to miize souviset
S vys$im obsahem organické hmoty, do které by se rtut’ mohla rychleji imobilizovat, nez
u druhého typu (S2). Dalsi souvislosti miize byt rozdilnd hodnota pH. Podle Gércia-Sanchez et
al. (2004) byly vyssi mobilni podily rtuti nalezeny v luvizemi, nez v ¢ernozemi po expozici

tomuto kovu.

Podle ocekavani se pridanim digestatu do ptidy zvysil obsah uhliku mikrobialni biomasy
V prvnim typu pudy. Je to pifedevsim proto, ze digestat obsahuje snadno dostupné organické
latky, coz napomahd mikroorganismiim za zhorSenych podminek v kratkém case. Rychly nartst
v mikrobialni biomase byl zaznamenan i v jinych vyzkumech (Elfstrand et al., 2007; Liu et al.,
2009). Kromé¢ toho pritomnost rtuti nezptisobila zadné zmény v koncentracich mikrobidlniho
uhliku ani u vzorki pidy (S1D), coZ znamend, Ze mikrobidlni biomasa nebyla nijak ovlivnéna
rtuti, a to pravdépodobné z dlivodu pozitivniho vlivu digestatu. Podobny dopad mélo piidani
digestatu do luvizemé&. Na druhou stranu ptimés popilku nepiinesla Zddné zmény v obsazich
mikrobidlniho uhliku ani u jednoho typu pidy. Mirné zlepSeni bylo zaznamenano pouze u
vzorkll S2A (po 7 denni inkubaci). Popilek by tedy bylo mozné vyuzit jako ptidni ¢inidlo, které
by zlepsilo fyzikalni vlastnosti ptud a jako zdroj makro- a mikro- prvki. Limitujicimi faktory
pro pouziti popilku jsou pak nizké obsahy uhliku a dusiku, nizké mikrobialni aktivity a vysoké
pH (Wong et Wong, 1989). V nasem vyzkumu nebyl zaznamenan zadny pozitivni vliv popilku
na mikrobialni biomasu mozny pouze z diivodu jeho sloZeni; neobsahuje uhlik ani dusik (Tab.
2) kvali tomu, ze doslo k jejich ztrat€¢ v pribéhu spalovaciho procesu. Kromé toho byl
pozorovan jeho Skodlivy vliv v pidnich vzorcich (S1), a to bezprostfedné po jeho aplikaci.

Z téchto duvodt nebyly pozorovany vyznamné zmény ani u rtuti kontaminovanych pad.

Nitrifikace je povazovana za dulezity proces v biogeochemickém cyklu dusiku a je
jednim z nejcitlivejsich mikrobidlnich procest v pude, napiiklad ve vztahu k tézkym koviim

(Xu et al., 2009). Pritomnost rtuti v pid¢ vyvolala nerovnovdhu mezi anorganickymi
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slou¢eninami dusiku, tedy mezi N-NHs" a N-NOz". Vys§i hodnoty byly zaznamenany u amonné
formy oproti dusi¢nanové. Tato zména mize souviset s negativnim dopadem rtuti na amoniak
oxidujici bakterie, které jsou zodpovédné za nitrifikaci (oxidace N-NHs" na N-NOs’). Toto
zjisténi je v souladu s piedchozi studii provedenou Gangavarapu et al. (2014). Ptidavek
organickych piimési jako je digestat vedl ke zvySeni koncentrace N-NOs-, a to jiz po kratké
dobé expozice; navic digestat obsahoval jesté dalsi formy dusiku (hlavné N-NH4"), coz mohlo
vést ke stimulaci nitrifikacnich procesu. Pocatecni vysoké koncentrace N-NOs™ v digestatu se
S postupujici dobou expozice snizovaly, takze byla akumulace N-NOs™ na konci inkubace
pomérné nizka. Podobny vysledek pozoroval Alburquerque et al. (2012). Rtut’ v piadé
s digestatem (S1D) vyvolala podobny vysledek mezi anorganickymi formami dusiku, naopak
ptidavek popilku nevyvolal Zadné vyznamné zmény mezi témito formami. Avsak pfitomnost
rtuti v ptdnich vzorcich (S1) ma negativni vliv na procesy nitrifikace, jak bylo pozorovano
v SiHg. Tento uc¢inek muze disledkem nizké ucinnosti popilku imobilizujiciho rtut’, protoze
podle piedchozi studie Ize srovnatelny mobilni podil rtuti nalézt v ¢ernozemi osetiené popilkem
stejn¢ tak jako pred ptidavkem popilku. Naopak druhy typ plidy (S2) ukazal nizky pomér
nitrifikace v porovnani s prvnim typem pudy (S1), pravdépodobné vytvofeny nevyvazenosti
v oxidaci NH4" u kratkodobych expozic. Jak jsme o¢ekavali, aplikace digestatu do druhého typu
pudy (S2), at’ kontaminované nebo nekontaminované rtuti, stimulovalo nitrifikaci amonnych
iontl, diky ¢emuz byly na konci inkubace pozorovany nizké obsahy N-NOgs". Pfidavek popilku
neovlivnil proces nitrifikace u luvizemé stejné jako u ¢ernozemé. Ale naptiklad Biittner et al.
(1998) a Gering et al. (2000), pozorovali pozitivni vliv popilku na nitrifikaci. Pfi spalovani
dieva a tvorbé popilku je pravdépodobnost ztraty veSkerého dusiku pomérné velkd; to uvadeji
I Zimmerman a Frey (2002), ale zavisi na podminkach spalovani. Znamena to, Ze slozeni
popilku je nevyvazené, s ¢imz souvisi i zmény ve sledovanych cyklech dusiku. Ukazuje se vsak,
Ze negativni vliv na nitrifika¢ni procesy u druhého typu ptid (S2) mé predevSim pfitomnost rtuti,
jak bylo pozorovano v S;Hg. Tento Gi¢inek muize souviset jak s nedostatkem dusiku v popilku,
ktery tedy nemohl stimulovat procesy nitrifikace mikroorganismy, ale mize souviset i

S moznym negativnim dopadem rtuti na amoniak oxidujici bakterie.
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1 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo posouzeni vlivu rtuti kontaminované ptidy na mobilitu

pidnich mikroorganismi. V néavaznosti na nastolenych cilich byla provedena série

laboratornich experimentti, které mély potvrdit nebo vyvratit negativni vliv rtuti na padni

mikrofloru a jeji funkci v ptde.

Laboratorni experimenty byly provedeny na dvou typech pid. Byla to ¢ernozem u
lokality Suchdol a luvizem z lokality Cerveny Ujezd. Tyto dva typy ptd byly vybrany
pro své rozdilné fyzikalné-chemické vlastnosti.

Bylo stanoveno ptidni pH, z ¢ehoz vyplynulo, Ze pH ¢ernozemé bylo neutralni, zatimco
pH luvizemé se ukazalo jako kyselé.

Celkovy rozpustny uhlik a dusik byly stanovovany v 0,01 M roztoku CaCly, a to v
poméru 1:10 (hmotnost: objem), tfepany po dobu dvou hodin pii pokojové teploté a
nasledné odstfedény pii 3000 otackach za minutu po dobu 20 minut. U ¢ernozemé se
obsahy celkového rozpustného uhliku a dusiku v zavislosti na kontaminované a
nekontaminované pudé nijak neménily. U luvizemé rtut také nijak vyznamné
neovliviiovala obsahy téchto dvou prvki.

Kvantifikace uhliku mikrobialni biomasy neodhalila signifikantni zmény v zadném ze
vzorkd prvniho ani druhého typu pudy. Vyrazné zmény byly zaznamenany pouze u
vzorkd s ptimési digestatu. Ten, jelikoz obsahuje pomérné velké mnozstvi uhliku,
podpofil rozvoj mikroorganismi.

V obsazich N-NHs* a N-NOsz nebyly pozorovany rozdily mezi ptdou
nekontaminovanou a kontaminovanou. Nicmén¢ po aplikaci digestatu byl zaznamenéan
vyssi obsah NH4" u vzorki se 14 a 21 denni inkubaci, coz podporuje tvrzeni, ze digestat
podpofil rozvoj pidni mikrofléry. V druhém typu pidy byly zmény obsahti N-NH4" a

N-NOszaznamenéany po 14 a 21 denni inkubaci.

VyuZiti ptdnich melioranti by mohlo pfedstavovat uzite¢nou strategii pro pfirozenou

bioremediaci pidy kontaminovanou rtuti. V této diplomové préci byl pozorovan skodlivy vliv

rtuti na nékteré biologické vlastnosti cernozemé a luvizemé. Kromé toho ne vSechny typy pad

reaguji stejnym zplisobem, protoze se lisi svymi fyzikdln¢ — chemickymi vlastnosti nebo

mnozstvim obsazené organické hmoty. Byly také analyzovany ekologické zdroje siry jako dalsi

potencidlni remediant pro zmirné€ni U€inku rtuti. Proto byl pouzit digestat (anorganicky

meliorant) a popilek (organicky meliorant).
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Pravé digestat se ukéazal jako potencialni remediant piisobici proti toxicité rtuti v piade.
S nejvétsi pravdépodobnosti to souvisi s obsahem uhliku v digestatu. Chemické a biologické
vlastnosti pudy a jeji kvalita se tedy po ptidani digestatu zlepSily. Lze tedy konstatovat, ze
digestdit miize byt uspéSnou strategii pro pfirodni bioremediacni procesy v pudach

kontaminovanych rtuti.
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