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Charakteristika ptidniho mikrobiomu po provedené
remediaci pudy kontaminované ropnymi derivaty

Souhrn

Unikem ropnych latek do pudy dochazi k gastym piipadiim poskozeni Zivotniho
prostiedi. K uniku obvykle dochazi pti tézb&é ropy, manipulaci ropnymi latkami, dopravé
ropnych produktti, nebo nadzemnim ¢i podzemnim skladovani v nadrzich v dasledku
prosakovani.

Tato prace se zabyva vlivem vybranych remedia¢nich metod na ptidni mikrobiom a
enzymovou aktivitu ptidnich mikroorganizmi v pidé¢ kontaminované ropnymi latkami.

Pro zhodnoceni u¢inku dvou vybranych remedia¢nich metod, ISCO — in situ chemické
oxidace Fentonovym ¢inidlem a bioremediace pomoci piidavku bakterialniho inokula, byly
sledované parametry mikrobialnich spolecenstev hodnoceny pied a po jejich aplikaci v roce
2019. Vzorky pudy byly odebrané vrtnou soupravou do hloubky 5 az 6 m. Vrty byly
provedeny v mistech odpovidajicich pravidelnému piec¢istovani kontaminované spodni vody
filtraci a aplikaci remedia¢nich prostiedki. Odebrané vzorky se rozdélily na tii Casti, jedna
cast se lyofilizovala a druhd Cast byla vysusena voln€ na vzduchu a tieti ¢ast byla zamrazena
na -81 °C. Z lyofilizovanych vzorki se stanovovala enzymova aktivita. Ze vzorku suSenych
na vzduchu se stanovovalo pH ptdy, kationtovd vyménnd kapacita, stanoveni ropnych
uhlovodikt, obsah dusiku a uhliku. Zamrazené vzorky byly pouzité pro extrakci DNA.

V této praci bylo dokézéano, ze Fentonovo Cinidlo jen mirné¢ zasahuje do chemického
sloZzeni pudy. Pidni mikrobiom se po aplikaci remediacnich metod u vrti 1i§i pfevazné
V procentudlnim zastoupeni raznych taxonomickych skupin. Jako nejvyznamnéjsi se ukdzaly
rozdily v pomérech mezi vrty AS7_sl a AS7_s2. Po aplikaci jsou bakterie ve vrtu AS7_s2 od
1,75 — 6 m pievazné vyrovnané procentualnim zastoupenim v kazdém kmenu. Ve vrchni ¢asti
vrtu u 0,5m a 1,5 m pfevazuje kmen bakterii Proteobacteria. U vrtu AS26 pirevazovaly kmeny
Proteobacteria a Chloroflexi pfed i po aplikaci ¢inidla. Vyrazné zmény nastaly v 0,25 — 2,75
m vrtu po aplikaci Cinidla AS26 s2, kde se a zvySil pocet kmenu Chloroflexi a
minimalizovalo se zastoupeni kmenu Actinobacteriota. Ubytek nastal u kmenu Proteobacter a
Chloroflexi, ve spodnich vrstvach vrtu pak zacal pfevazovat kmen Actinobacteriota.
Mikrobidlni zestoupeni a enzymatickd aktivita vykazuje v pidach prostorovou variabilitu,
ktera ptimo nesouvisi s kontaminaci nebo ptidnimi horizonty.

Namétena aktivita enzymu B-galaktosidazy vzrostla ve vrtu AS7 v hloubce 4,25 m, a
Vv této hloubce zaroven vzrostl i obsah C. V cyklu C je B-galaktosiddza velmi dulezita, protoze
je jednim ze zdkladnich enzymi, které Stépi glykosidické vazby uhlovodikii.

Kli¢ova slova: bioremediace, ropné derivaty, puda, piudni mikrobiom, mikroorganismy,

enzymy



The characteristics of soil microbiome of soil contaminated
by oil derivatives after accomplished remediation

Summary
The oil spill to soil represents a relatively frequent damage to the natural

environment. The oil spill is commonly associated with improper oil extraction, manipulation
or transport of oil products, or with inadequate storage of a crude oil in underground or
ground tanks and reservoirs.

The thesis aims in evaluating the impact of two selected remediation techniques on the
soil microbiome and enzyme activity of microorganisms inhabiting the soil contaminated with
oil substances. The effect of both selected remediation techniques — the ISCO in-situ chemical
oxidation with the Fenton’s reagent and the bioremediation with bacterial inoculum — was
assessed before and after the treatment in year summer and fall of 2019. The soil samples
were taken using a a percussion drilling set to the depth down to 5 to 6 m. The cores were
drilled near two sites of regular groundwater cleaning via filtration. Each of the sample was
divided to three parts. The first subsample was lyophilized to assess enzyme activities. The
second was left to dry under the ambient conditions, to determine the pH of the soil, its cation
exchange capacity, petroleum hydrocarbons’, and nitrogen and carbon content. The third was
frozen to -80 °C for DNA extraction.

The results revealed that the Fenton’s reagent only slightly influenced the soil
chemical characteristics. Yet, the soil microbiome changed after both treatments in the
percentage of various taxonomic groups. The most significant differences were recorded in
the core treated with bacterial inoculum between the samples AS7_s1 and AS7_s2, i.e. before
and after the remediation. The percentage of the bacteria strains in the AS7_s2 sample from
the depths of 1.75-6 m were relatively homogenous but the upper part of the depth
between0.5-1.5 m was dominated by Proteobacteria.

The core AS26 all contained mostly the phyla Proteobacteriota and Chloroflexi after

the application of the Fenton’s reagent. Significant changes were recorded in the AS26 s2
from the depth of 0.25-2.75 m — the percentage of the phyllum Chloroflexi increased and the
proportion of Actinobacteriota was reduced to a minimum. A decrease of Proteobacteriota and
Chloroflexi occurred in the lower layers of the core, while Actinobacteriota prevailed.
The enzymatic activity and the composition of microbiological communities observed in the
soil samples specify the spatial variability of the soil that is not directly related to the
contamination or soil horizons. The measured activity of beta-galactosidase increased in the
core AS7 at the depth of 4.25 m, in which simultaneously increased the carbon C content. For
C cycle, the beta-galactosidase is a very important enzyme because it cleaves the glycosidic
bonds of hydrocarbons.

Keywords: bioremediation, petroleum derivatives, soil vertical profiles, soil

microbiome, microorganisms, enzymes
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1. Uvod

Kontaminace pudy ropnymi latkami patii k ¢astym piipadim poSkozeni zivotniho
prostiedi. K unikiim ropnych latek dochazi pti tézbé ropy, zpracovani ropy v petrochemickém
pramyslu, pfi manipulaci s ropnymi latkami (napt. plnéni skladovych nadrzi), skladovani
V podzemnich nebo nadzemnich nadrzich v dusledku jejich netésnosti, nebo pfi dopravé
ropnych produktu.

ZneCiSténi ropou se projevuje zhorSenim fyzikalnich, chemickych a zejména
biologickych vlastnosti pidy. Pro remediaci pidy kontaminované ropnymi latkami je vhodné
vyuzit zejména ty metody, které jsou zalozeny na biologickych principech, jako je
bioremediace Ci fytoremediace. Z fyzikalnich a chemickych metod pak je v této souvislosti
tteba zminit venting, air sparging, ¢i sorpci kontaminantu na rizné materialy.

Pidni mikrobidlni spoleCenstva maji zdsadni vyznam na degradaci ropnych uhlovodiki.
Postupné odstraniovani kontaminantd, ma ale také zpétny vliv na struktura padnich
spolecenstev. Béhem bioremediace uhlovodikti kontaminovanych uhlovodiki je proto klicova
charakterizace mikrobidlnich spole€enstev, protoze procesy biologického rozkladu do zna¢né
miry zavisi na jejich aktivité, ¢etnosti, rozmanitost a struktuie. Data ziskand z téchto studii
jsou uziteCnd pro optimalizaci stavajicich bioremediacnich strategii a pro vyvoj novych.
(Siles a Margesin 2018).

Ukazuje se ale, ze bylo dosud provedeno malo studii, které by se podrobnéji zabyvaly
ucinky sanace na strukturu, ¢etnost a aktivitu ptidnich mikroorganismia v kontaminované pudeé
VvV pribéhu odstranovani uhlovodikii béhem sanace. To miize byt zpisobené i1 tim, Ze
molekularni metody, které jsou ke studiu mikrobialnich spolecenstev nutné, byly donedavna
malo dostupné (Wu et al. 2017).

Kombinace remedia¢nich metod byla vyuzita i ve studii sanace kontaminované pudy
varealu leteckych pohonnych hmot (ALPH), ktery patii k vojenské letecké zakladné
v Caslavi. Remedia¢ni opatieni mohou piispét k degradaci sledovanych kontaminantii, mohou
ale také ovlivnit slozeni a pocetnost piidnich mikroorganismi v oSetfené pude.
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2. Cile prace

Cilem diplomové prace bylo zhodnotit vliv zvolenych remedi¢nich opatieni ISCO — in
situ chemicka oxidace s Fentonovym ¢inidlem a bioremediace na ptidni mikrobiom a aktivitu
pidnich mikroorganizmd. Pudni vzorky byly hodnoceny pted aplikaci a po aplikaci
remediacnich metod.

Hypotéza: remedia¢ni opatieni ovlivni pocetnost a strukturu ptidniho mikrobiomu.
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3. Prehled literatury
3.1.  Kontaminace pudy ropnymi uhlovodiky

Kontaminace pidy se hodnoti podle postupti uvedenych v Metodickém pokynu MZP ¢&.
3/2011 pro analyzu rizik kontaminovanych uzemi. Postup hodnoceni zdravotniho rizika
predpoklada identifikaci rizik spocivajici v ureni a zdGvodnéni prioritnich kontaminantt,
Nasledné je pro jednotlivé expozi¢ni scenérie hodnocena nebezpecnost kontaminantii na
zdravi obyvatel a Zzivotni prostiedi, v pfipadé Ze jsou piekroCeny limitni hodnoty
legislativnich norem, zejména zjiSténi zavazného ohroZeni zneciSténi povrchovych nebo
podzemnich vod, vyzaduje jiz tato skutecnost ndpravna opatieni (Pfibyl, 2011).

3.2. Toxikologické vlastnosti ropnych uhlovodiki

3.2.1. Ropné latky v pudé a vodé

Castym zdrojem kontaminace ropnymi latkami jsou benzin, nafta, topné oleje a
mineralni mazadla. Ropné latky jsou smési aromatickych a alifatickych latek, jejichz slozeni a
vzajemny pomér zavisi na zdroji kontaminace. Pro letectvi je nejvyznamnéjsi kerosin -
letecky petrolej a avgas - letecky benzin. Zakladnim skupinovym ukazatelem kontaminace
horninového prostiedi a vod ropnymi latkami (RL) je obsah uhlovodika a obsah nepolarnich
extrahovanych latek (NEL). RL mizeme délit nasledovné (Safaiik et al. 2017, upraveno):

1) Tryskové palivo petrolejového typu (vCetné Jet A a Jet A-1, JP-5 a JP-8) ma distribuci
Cs-Cys; tryskové palivo se Sirokym fezem nebo naftové palivo (véetné Jet B a JP-4), C
Cs-Cis. Obecné jsou petroleje jsou smesi uhlovodikt C1—Cyg vrouci v intervalu teplot
140-300 °C, letecké petroleje 250 az 275 °C. Obsahuji alkany, izoalkany,
alkylnafteny, dicykloalkany, vy$$i aromatické uhlovodiky, kondenzované a
nekondenzované polycyklické uhlovodiky.

2) Letecky benzin, avgas. Hlavni ropnou slozkou pouzivanou pii miSeni avgasu je smés
ruznych alifatickych isooktand. Benziny jsou obecné smési uhlovodikti C4—Ci,, vrouci
v intervalu teplot 30-210 °C. Obsahuji alkany, izoalkany, cyklopentany, cyklohexany,
benzen apod. Alkany jsou nasycené¢ uhlovodiky s molekulou bez nasobnych vazeb
mezi atomy uhliku v uhlikovém fetézci. Hlavnim zdrojem alkant je zemni plyn a ropa.
Jsou leh¢i nez voda a jsou v ni nerozpustné. I v nizkych koncentracich ovliviiuji
organoleptické vlastnosti vod. Snadno biodegraduji, patii k nejlépe biodegradabilnim
ropnym uhlovodikiim. Jejich biodegradabilita ov§em s rostouci délkou fetézce klesa. V
nesaturované zoné pii vyssich koncentracich zpisobuji vyznamné sniZzeni propustnosti
zeminy.

3) Plynové oleje obsahuji uhlovodiky C16—Ca4, vrouci vétSinou mezi 150 az 360 °C. V
porovnani s petroleji plynové oleje obsahuji vice cyklickych sloucenin a méné alkand,
izoalkand, nealkylovanych aromatickych uhlovodikli. Ve smési s petroleji tvofi
motorové nafty.
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4) Mazaci oleje definujeme jako odparafinované a odasfaltované destilaty z destilace
ropy za snizené¢ho tlaku. Obsahuji uhlovodiky C24—Cao, ptipadné i vyssi. Prevladaji
alkylcyklany s nékolika kratkymi a jednim del$im alkyly. ZusSlechtovani mazacich
oleji Ceské provenience se provadi ptridavkem aditiv v koncentraci 0,1 az 10
hmotnostnich % vzacnéji i vyssich (VUSS Pardubice, 2001)

3.2.2. Vliv na ¢lovéka

Ropné latky mohou pii styku s pokozkou zpusobovat dermatdzy a v nékterych piipadech
nadorova onemocnéni kiize. Zvysuji rozpustnost organickych latek a usnadnuji jejich prianik
ktzi. Nebezpeci otravy pfimym pozitim je minimalni, ¢astéjsi je ale moznost otravy inhalaci
zejména u lehkych uhlovodikti. Chronické ptisobeni pti inhalaci se projevuje malatnosti,
poruchami krvetvorby, bolesti hlavy, silnym drazdénim o¢i a plic. Pii ptisobené na pokozku
dochazi k degenerativnim zménam na jatrech, sleziné a ledvinach (VUSS Pardubice, 2001)

3.2.3. Vliv na ekosystém

Vyznamnym negativnim uc¢inkem ropnych latek je zhorSeni organoleptickych
vlastnosti vody a znehodnoceni vodnich zdrojii pii koncentraci jiz od 0,001 mg.I™". Toxicky
efekt se projevuje az pti vyssich koncentracich. Obecné plati, ze ropné latky jsou toxictejsi
pro vodni ekosystémy nez pro Cloveka.

Ekotoxicita je ovliviiovana chemickym slozenim jednotlivych produktl, rozpustnosti
ruznych uhlovodikl ropy a ropnych produktli ve vod€, méni se v zdvislosti na stupni emulze.
Uvadi se, ze leh¢i frakce ropy (benzin, petrolej) jsou toxictéjsi nez t€zsi frakce (oleje).
Nejvice toxicky je benzin, ktery v mnoZstvi 3 mg.l™ ve vod& pozastavuje biochemické
pochody. Ve vodg je letecky petrolej pro bezobratlé toxicky v koncentraci 7,7 mg.lI?,
motorové oleje v koncentraci 40 mg.I™. V disledku turbulence vody ropné latky emulguiji a
zalepuji dychaci orgdny vodnich organizmi. Diky sluneCnimu zafeni se z ropnych latek
uvolnuji naftové kyseliny, které jsou prudkym jedem pro vodni organismy. Ropné latky
VvV pud¢ zplsobuji zpomaleni pohybu vody s roztoky zivin pidnimi kapildrami ke kofeniim
rostlin a znemoziluji jejich rist. Znehodnoceni pidy miize trvat i desitky let nez se obnovi
podminky vhodné pro riist rostlin. Citlivost na ropné latky ve vodé je pro rizné druhy ryb
odli$na. Nejcitliveji reaguje plidek dravych ryb (candat, bolen, pstruh), plotice a sumec jsou
povazovany za odolnéjsi. Pro perloocky je velmi jedovaty, pro niténky stiedné jedovaty. Dalsi
ropné produkty jsou pro perloo¢ky silné az velmi silné jedovaté (VUSS Pardubice, 2001).

3.2.4. Vliv na mikroorganismy v padé

Prosakovani ropy do okolni pidy byva vétSinou pozvolné a proto md mikrobialni
spoleenstvo dostatek Casu na jejich zpracovani. Mikroorganismy si vyvinou piirozené
mechanismy biodegradace ropnych latek a pfitomné uhlovodiky v rop¢ jsou pro né jedinym
zdrojem uhliku a energie. Nartst obsahii ropnych latek vyvola enormni zmény ve slozeni
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ptirozeného mikrobialniho spolecenstva, diky ropnym latkam dojde K vytvofeni pfirozeného
selekéniho tlaku a ropu degradujici bakterie za¢nou po velmi kratké dobé dominovat a
konkurovat ostatnim (Head et al. 2006).

3.2.5 Chovani ropnych latek v horninovém prostiedi

Ropné latky maji nepolarni charakter, takze jsou nemisitelné s vodou. Pii kontaminaci
horninového prostfedi latky migruji vlivem gravitace k hladin¢ podzemni vody, ktera ptsobi
jako bariéra dalSimu Sifeni kontaminanti. Zalezi ale na prostiedi horninového typu, druhu
kontaminujici latky a mnozstvi kontaminantd. U malych Unikd dojde k saturaci pérového
objemu zeminy, kdy mlize kontaminace zlstat vazana v nesaturované zoné. Pokud je zemina
latkou saturovana, dochazi k toku poérovym prostfedim smérem k hladiné podzemni vody a na
hladiné¢ podzemni vody, pficemz dochazi k hromadéni ropnych latek. Pfi masivnim tniku
muze dojit k zaklesnuti hladiny podzemni vody pod obvyklou troven. Ropné latky se za¢nou
Sifit ve sméru proudéni podzemni vody a zacne se vytvaret zona zaspinéni.

V horninovém prostiedi dochazi k ¢astenému rozdeélovani ropnych latek na jednotlivé
sloZky. V nesaturovaném prosttedi se rozdéluji mezi pidni vzduch, pevnou slozku a vodu,
V saturované zon€ mezi vodu a pevnou slozku. Pfi masivnim uniku ropnych latek zlistava cast
téchto latek v piadnim roztoku ve form¢ faze, ktera plsobi jako dlouhodoby zdroj
kontaminace. RozliSuje se na volnou fazi, kterd se voln¢ §ifi v horninovém prostfedi a na
zbytkovou fézi, ktera se pevné navaze na horninovou matrici. Pfitomnost volné faze se
hodnoti méfenim na hladiné podzemni vody ve vhodné konstruovanych monitorovacich
vrtech. Vazba na horninovou matrici a Sifeni ropnych latek v prosttedi jsou ovlivnény
makrostrukturou a mikrostrukturou lokality. K faktorim mikrostruktury patii podil
organického uhliku, ktery je urcujici pro sorpci organickych latek a zrnitostni sloZzeni hornin,
které ovlivituji sorp¢ni procesy a urcuje velikost port, které jsou hlavnimi faktory fidicich
advekCnich rychlosti tekutych latek a jejich zadrzitelnost v horninovém prostiedi.
Geologickou makrostrukturou dané lokality se rozumi zvrasnénost nebo zvrstveni, tektonické
predispozice a dalsi faktory, které mohou determinovat zptisob a rychlost Sifeni kontaminantu
Vv prostfedi (Machacova, 2010).

3.3. Mikroorganismy a ptuda

Puda je zakladnim prostfedim pro Zivot mnoha mikroorganismt. Puada poskytuje
organismim ziviny a energii. Naproti tomu mikroorganismy zpétné¢ ovliviiuji fyzikalni a
chemické vlastnosti pidy diky své aktivité a ucasti na kolobézich Zivin. Pida obsahuje
mnozstvi organickych latek a dostatek Zivin, kysliku i vody. Poskytuje ptiznivé podminky pro
rust a existenci organismi. VSechny organismy se podileji na rozkladu a syntéze organickych
latek. Mezi pidou a Zivymi organismy existuji oboustranné vyrazné vazby. Organismy
ovliviiyji vlastnosti pid. Svoji ¢innosti zvySuji urodnost a naopak plida vyrazn& ovliviiuje
existenci a Zivotni projevy rostlin a Zivo¢icha.
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Puda je tedy prostfedim pro mikroorganismy, ale zaroven je i jejich produktem.
Velkou roli maji padni organismy v puadotvornych procesech, kdy napoméhaji v
biochemickych procesech zvétravani hornin, ale také vzniku a ukladani organické hmoty. V
pud¢ se vyskytuji organismy od mikroskopické velikosti, které se ucastni rozkladu
organickych latek, az po obratlovce. Pidni mikroflora (bakterie, fasy, mikromycety) rozklada
organickou hmotu na jednodussi chemické slouceniny a mineralni latky, které jsou zivinami
pro rostliny. Hlavni ¢innost ptidnich zivoc¢ichti (edafonu) spoc¢iva v mechanickém zpracovani
mrtvé organické hmoty. Velky vyznam aktivity edafonu pak souvisi s promichidvanim
mineralnich a organickych slozek pudy (Merendiak et al. 1987, Rulik et al. 2011).

Vsechny skupiny organismti tak maji vliv na biologické procesy v pude a podileji se
na zachovani ekosystémovych procesti, mezi které patii i prirozena bioremediace. Tim, ze
prirodni uhlikaté latky nachazejici se v pidé jsou velmi riznorodé, mikroorganismy se
dokazou adaptovat na vyuzivani mnoha zdroji uhliku a energie vcetné latek vytvorenych
Cloveékem. Tyto latky se pak z ptiznivych podminek rozloZi stejné jako ptirozené latky az na
CO; a vodu. Biodegradace probiha dvéma odlisnymi metabolickymi cestami. Prvni je spojena
srustem a nazyva se metabolicka degradace. Je to proces, pifi kterém mikroorganismus
pouziva cizorodou latku jako jediny zdroj uhliku a energie. Druha se nazyva co-metabolicka
degradace, pasobi odd€lené nebo i zaroven s biodegradaci, a pii ni je chemicka latka
metabolizovana v burnikach, které rostou na jiném typu uhliku a zdroji energie. Za schopnost
adaptace mikroorganismii na neznamé latky je zodpovédnych nekolik mechanismt mezi
nimiz jsou i) mutace V jednotlivych populacich, ii) horizontalni genovy pienos nebo iii)
genova rekombinace. Tyto procesy spoluptisobi pfi zménach slozeni a struktury mikrobialnich
spoleCenstev i pii zménach jejich enzymovych aktivit (Poursat et al. 2018).

3.4. Mikroorganismy a ropné derivaty

Pivodni padni mikroorganismy, které jsou schopné degradovat ropu a jeji
uhlovodikové derivaty jsou vSudypiitomné distribuovany v zivotnim prostiedi. Biodegradace
komplexnich smési stovky uhlovodikii v ropnych odpadech vyzaduji spolupraci raznych
skupin mikroorganismi, a proto je potiebna analyza dynamiky celého mikrobialniho
spoleCenstva b&hem procesu bioremediace (Shahi et al. 2016). Schopnost mikroorganizmu
Stépit a vyuzivat ropné uhlovodiky je zavisla na chemickém slozeni smési ropnych
uhlovodikti a na podminkich prostfedi. Degradovany jsou nejrychleji nasycené ropné
uhlovodiky s mens$im poctem C atomi (Cio — Cz4). Hife jsou $tépeny C,4 alkany, Cs — Cqg
alkany jsou sice n¢kterymi mikroorganizmy degradovany, ale pro celou fadu mikroorganizmu
jsou tyto uhlovodiky siln€ toxické. Se vzristajici molekulovou hmotnosti a komplexnosti
aromatickych uhlovodikid se snizuje potencialni pravdépodobnost biodegradace. Je tedy
zifejmé, ze nasycené uhlovodiky a lehké aromatické uhlovodiky budou degradovéany rychleji
nez naptiklad vysokomolekularni aromatické slouceniny, asfaltické uhlovodiky a pryskyfice
(Horakova, 2006).
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Velmi nizké procento pfirozenych degradatorti ropnych uhlovodikd obsahuji ptdni a
vodni ekosystémy, které nejsou kontaminovany ropnymi uhlovodiky. V prosttedi, které je
ropnymi uhlovodiky kontaminovdno, stoupd procentudlni zastoupeni mikroorganizmi
degradujicich ropu, i kdyz zadny z izolovanych mikroorganizmli neni schopen degradovat
vSechny slozky ropy. Mezi nejvyznamnéjsi degradatory ropy a ropnych latek patii zastupci
rodi  Acinetobacter,  Achromobacter,  Arthrobacter,  Brevibacterium,  Candida,
Corynebacterium, Flavobacterium, Nocardia, Pseudomonas, Rhodotorula a Sporobolomyces
(Lee and Levy 1989).

V soucasné dobé se ale klade diraz na analyzu dynamiky celych mikrobidlnich
spolecenstev. Ukazuje se, ze vruznych podminkdch se pfi degradaci uplatiuji
mikroorganismy, z nichz mnohé nelze kultivovat, a proto se nedaji objasnit jejich degradacni
schopnosti pfimymi metodami. Zmény jejich sloZeni a aktivity ale indikuji souvislost
s rozkladem cizorodych uhlikovych latek, a proto jsou informace o jejich funkci behem
remediace potiebné pro zvyseni efektivity procest, ale i pfipadnych neptiznivych ucinki
manipulace s prostfedim (Siles a Margesin 2018).

V riznych studiich s postupnou degradaci ropnych produktu korelovaly rizné skupiny
bakterii. Naptiklad Jiao et al. (2017) ukazali, ze pidy dlouhodobé kontaminované ropnymi
produkty byly typické zvySeni vyskytu kmeni Chloroflexi (Anaerolineales), Firmicutes,
Clostridia (Clostridiales). Shahi et al. (2016) poukazali na vysokou relativni cetnost
Proteobacteria, Firmicutes a Bacteroidetes v pidé kontaminované ropou. Naproti tomu Siles a
Margesin (2018) popsali, ze zvlasté tiidy Gammaproteobacteria a Bacteroidia se zucastnily
rozkladu petrolejovych uhlovodikt. Zda se tedy, ze v kazd¢ situaci a na odliSnych lokalitach
je nutné vyhodnotit zmény mikrobidlnich spolecenstev a podle nich posoudit, kterd oSetteni
jsou pro prubéh sanaci nejvyhodnéjsi.

4. Zajmova lokalita

4.1. VSeobecné udaje

Sledované uzemi tvoii areal leteckych pohonnych hmot (ALPH) a okoli, které se
nachazeji ve vychodni ¢asti Kutnohorského okresu, zhruba 3 kilometry na severozapad od
mésta Caslav. Nadmotské vyska &ini 225-235 m n. m. Uzemi je lehce svazité povahy, areal
ALPH se svazuje k toku feky Brslenky, tedy k severovychodu az vychodu. Obklopujici terén
je prednostné vyuzivan, jako zemeédélska plocha.

Samotny aredl ALPH je nepravidelného tvaru, s rozméry cca 400 na 300 m. Nachazi

se piiblizné 150 m vychodng od silnice Caslav-Chotusice. Jeho zépadni strana je vzdalena cca
300 m od hranice arealu letecké zakladny (Misaf, 1983).
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4.2. Ochrana prirody a krajiny v zajmovém uzemi

Dle vyhlasky ¢. 252/2013 Sb., o rozsahu udaji v evidencich stavu povrchovych a
podzemnich vod a o zptisobu zpracovani, ukladani a predavani téchto udaji do informacnich
systémil vetfejné spravy § 19, se vybrand oblast nenachdzi v z&dném chranéném uzemi dle
zvlastnich ptedpistt ani chranéné oblasti piirozené akumulace vod (Langhammer a kol.,
2010).

4.3. Prirodni poméry zajmového uzemi

4.3.1. Geomorfologické poméry

Podle geomorfologického ¢lenéni se lokalita nachazi ve stfedni ¢asti okrsku Ronovska
kotlina v podcelku, Caslavska kotlina, ktery je soucésti Stiedolabské tabule, podsoustavy
Stiedodeska tabule, soustavy Ceska tabule a jednotky prvniho fadu provincie Ceska vyso¢ina.
Ronovska kotlina zaujima c¢lenitéj$i erozné denudaéni reliéf okrajoveé casti tektonické
snizeniny se strukturné denuda¢nimi ploSinami na kifidovych horninach s relikty
staropleistocénnich a mladotfetihornich teras s exhumovanym pifedkiidovym zarovnanym
povrchem a tésnymi eroznimi Gdolimi v krystalinickych horninach v povodi stfedniho toku
Klejnarky a Doubravy. Vyznamnymi body oblasti jsou Bambousek (360 m n.m.) a U Pisku
(340 m n. m.). Oblast je nepatrné¢ a malo zalesnéna smrkovymi prostory s piimési borovic

(Damek, 1987).

4.3.2. Geologické poméry

Z regionalné¢ geologického hlediska lezi zajmova oblast v jizni casti Ceské kiidové
panve, tzv. Caslavské kiidy. Kiidové sedimenty naleZi pievazné labskému vyvoji v
pievazujicim slinovcovém vyvoji. V SirSim okoli zajmového uzemi jsou ovérena litologicka
souvrstvi perucko-korycanské (cenoman) a bélohorské (spodni turon). Bazalni perucko-
korycanské souvrstvi je zejména v piskovcovém vyvoji. Na bazi bélohorského souvrstvi
zpravidla nalézdme polohy vépnitych Sedozelenych glaukonitickych jilovel s obsahem
drobnych valouni kfemene a organickych zbytkG. Nadlozi bazalni polohy tvofi
charakteristické pfevazné svétle Sedé a Zlutavé slinovce s prachovou piimési (opuky). Svrchni
cast svrchnokiidovych hornin zvétrdvda do slinitych a jilovitych eluvii. Mocnost
peruckokorycanského souvrstvi byla ovéfena priizkumnymi pracemi v oblasti ALPH v
rozmezi 3,7-6,5 m a mocnost souvrstvi bélohorského 23,5-19,4 m.

Kvartérni sedimenty jsou v zdjmové lokalité tvofeny vesmés pleistocénnimi sprasemi
a spraSovymi hlinami, charakteru prachovitych az jilovito-prachovitych hlin, svrchni cast
kvartérniho profilu je lokalné tvofena i antropogennimi navazkami. Pod nimi jsou uloZeny
Stérky a pisky fi€nich teras pleistocénu o proménlivé mocnosti, od desetin metrl az pod cca 5
m. Mocnost Stérkopiskli obecné stoupéd od JZ k SV, smérem k toku Brslenky. V blizkosti
Brslenky jsou uloZeny holocenni pieplavené hliny. Celkova mocnost kvartérnich ulozenin se
v zajmové oblasti pohybuje od 2 do 11 m (Chlupac, 2002)
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4.3.3. Hydrogeologické poméry

Me¢lky obéh podzemni vody je v oblasti soustiedén na prilinové propustné polohy
kvartérnich $térkopiskl. Jedna se o lokalné nesouvislé zvodnéni s volnou, ¢i mirné napjatou,
hladinou vlivem piekryti sprafovych hlin, s nizkou transmisivitou v fadu <1.10™* m’s™,
chemicky typ Ca-Mg-HCOs3-SO4. Z kvalitativniho hlediska je podzemni voda mélkého
obzoru bezprostfedné vystavena ohrozeni vlivu antropogenni ¢innosti. Zdrojem podzemni

vody v zdjmovém uzemi je témét vyhradné infiltrace atmosférickych srazek.

HIubsi kolektor podzemni vody je vazan na puklinovy systém podloZnich slinovct.
Propustnost slinovci zavisi predevsim na charakteru zvétralin a na hustoté rozevieni a vyplni
puklin. Kolektor mizeme charakterizovat téZ s nizkou transmisivitou v fadu <1.10-4 m2s™,
chemicky typ Ca-Mg-HCO3-SO,. Zvodnéni byva vétsSinou napjaté.

Dalsi hluboky obéh podzemni vody je v oblasti vdzdn na klastické sedimenty
(piskovce a slepence) perucko-korycanského souvrstvi cenomanu (kolektor A HG rajonu
4340 Caslavska kiida). Rajon zahrnuje uzemi souvislého vyskytu kiidy v jihozapadnim
podhtiti Zeleznych hor severné od Tiemosnice. K¥idové vrstvy maji mirné monoklinalng
ulozeni k SV. Zvodnéni je soustiedéno na zapadni a vychodni ¢ast rajéonu, v centralnich
castech kolektor A chybi. Pfedpoklada se, ze drenazni uc¢inek Doubravy ¢leni obéh podzemni
vody na pravobifezni a levobifezni ¢ast. Jedna se o kolektor s napjatou hladinou, prilino-
puklinovou propustnosti a chemického typu Ca-Mg-HCOs. Uzemi na levém biehu Doubravy
mé vody siln& mineralizované (600-930 mg.I™), pravy bfeh mé vody stfedné mineralizované
(350-500 mg.I™"). V podzemni vod& se objevuje zvySené mnozstvi zeleza a amoniakéalniho
dusiku. Zranitelnost podzemnich vod je stfedni az vysokd, zatéz potencialnimi zdroji
zneCisténi nizka (Jelinek, 1984).

4.4. Historie a zdroj kontaminace

V arealu ALPH byly od padesatych do osmdesatych let dvacatého stoleti skladovany
letecké pohonné hmoty ve Ctyfech blocich podzemnich nadrzi (A, B, C a D), kazdy blok se
Gtyfmi nadrzemi o objemu 50 m®, souvisejicimi stavbami a zafizenim, které obsahovalo dvé
nadrze objemu 10 m®. Vlivem uniku pfi stadeni, preCerpavani ropnych produkti, netésnosti
technologickych rozvodii v prostoru podzemnich uloZist a strojoven dochazelo k tniku
leteckych pokonnych hmot (LPH) neboli kerosinu. Od ohnisek kontaminace v nesaturované
z6n¢ dochazelo ke kontaminaci podzemnich vod a jejimu dal$imu S$ifeni ve sméru jejich
proudéni, primarné vSak prostiednictvim propustnéjSich Stérkovych, piskovych poloh a
preferen¢nich cest podél podzemnich vedeni produktovodii. V souvislosti s vystavbou novych
ulozist’ byla v letech 2004 — 2007 odstranéna primarni ohniska kontaminace nesaturované
zony v prostorech ulozisté ,,B*“ a ,,D*, v roce 2008 uloziste ,,C*, nicméné v prostoru GloZzisté
,C* pretrvavaji vysoké obsahy ropnych latek v podzemnich vodéach a volnd faze na hladiné
podzemni vody. Ulozisté ,,A“ bylo odstranéno v roce 2010. V soucasné dobé jsou tedy jiz
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sanovany vSechny ptivodni primarni zdroje kontaminace véetné¢ vytézeni kontaminovanych
zemin, avSak v aredlu pfetrvava pomérné masivni rezidudlni kontaminace v saturované a
mistné pravdépodobné i nesaturované zon¢ horninového prostiedi. V aredlu se také jesté
misty vyskytuji zbytky ptivodnich stavebnich konstrukci a podzemniho vedeni.

Areal ALPH je soudasti prizkumnych a sanaénich praci v arealu LZ Caslav.
Prizkumné a sanacni prace byly v tomto prostoru zahajeny jiz v roce 1978. V soucasné dob¢
probiha (ukonceni aktudlniho cyklu k 30. 11. 2013) sanace ,,rezidualni* kontaminace v arealu
po odstranéni vSech primdrnich zdroji kontaminace. V aredlu jsou umisténa dvé sanacni
zafizeni, pfi¢emZ kazdé pracuje na jiném principu ¢iSténi podzemnich vod, obé technologie
pracuji ve stiidavém rezimu provozu a pravidelnych odstavek (Vodni zdroje Ekomonitor,
spol. s r.0., 2013).

4.5. Charakteristika remediac¢nich technologii pro danou lokalitu

4.5.1 Sana¢ni ¢erpani podzemnich vod a jejich ¢isténi
Sanacni Cerpani podzemnich vod je opatieni, které bylo v poslednich letech
soustiedéno zejména na dekontaminaci gravitaénich podzemnich vod v horning, kdy jsou
vyuzivany vrty, kterymi je odéerpavana voda spolu s kontaminantem (lllangasekare a Reible,
2001; Theis a kol. 2003). Nasledné jsou kontaminanty z od¢erpané vody odstranény (viz dale)
a vycCisténa voda miize byt vracena do podzemni zasobarny, nebo vypusténa do povrchové
vody (Zheng a Wang, 2002)

V naSem konkrétnim ptipad¢ sanacni prace zahrnuje sbér plovouci faze ropnych latek
a odstranovani kontaminantu na dekontaminacni stanici, zajisténi zdroje vody pro promyvani,
hydraulickou ochranu viéi uniku aplikovanych latek mimo prostor sanace. Sana¢ni Cerpani
pak probiha v blizkosti pole B a C na stavajicich HG vrtech. Vzhledem k nizké vydatnosti
kolektoru je ¢erpani aplikovano elektrickymi vzduchovymi ¢erpadly (Slouka, 1999).

Cerpana voda se piivadi na dvé oddélené dekontaminadni stanice. Maximalni
predpokladané zatizeni na kazdou sanaéni stanici je 1,0 I/s. Vzhledem k tékavosti a charakteru
kontaminace je pfi ¢isténi vod vyuzivano téchto technologickych prvku:

- gravitac¢ni odlu¢ovac (odstranéni plovouci faze ropnych latek)

- pruto¢ny bioreaktor s vostinami (docisténi vod, zasakovani vod do systému)

- sorpéni odlucova¢ (odstranéni zbytkli plovouci fdze ropnych latek ve formé filmu,
rozpusténé latky)

Objem priitoéného reaktoru je minimalng 10 m® s aktivnim objemem miniméalng 9 m®
(volna hladina uvnité nadrze). S predpokladanym nizkym prutokem vod sanaéni stanici je
prito¢ny bioreaktor provzduSnovan aeratory, které jsou umistény na dné reaktoru. Zdrojem
vzduchu je dmychadlo, které je napojené na elektrickou energii. Uvnitt bioreaktoru jsou
vostiny instalovany jako pevné (ptfichycené ke stén€) a jsou tvofeny plastovymi plotnami.
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S vyuzitim této technologie se predpoklada, ze ropné latky bude dekontaminaéni stanice
odstrafiovat v u¢innosti lepsi nez 50% sanac¢niho limitu, tzn. uhlovodiky Cio-Cs0 méné nez 5
mg/l. Obsah sledovanych latek je monitorovan jak na vstupu, tak i1 na vystupu
Z dekontaminac¢ni stanice (Wiedemeier, 1998).

Sana¢ni Cerpani podzemnich vod a jejich ¢iSténi plni dvoji ulohu: odstranuje
kontaminant a zabrafiuje jeho Siteni do dalSich slozek ekosystému. Nicméné se zdé, Ze tato
metody ma i vyznamné nevyhody: je zdlouhava a relativné malo u¢inna (lllangasekare a
Reible, 2001; Bayer et al. 2002).

4.5.2. Promyvani pidy

Jedna se o metodu, ktera pomoci vhodné kapaliny (obvykle voda v kombinaci
s organickymi nepolarnimi rozpoustédly) a mechanického piisobeni uvoliiuje kontaminanty
vazané na pudnich ¢asticich. Ma a Feng (2011) zaznamenali, Ze voda byla schopna odstranit
z pudy 11,6% motorové nafty, pii pouziti 70% etanolu se odstranilo az 80,7% motorové
nafty. Rozpoustédla jsou vybirana podle jejich schopnosti rozpoustét dany kontaminant a také
podle toho, zda nemohou mit neptiznivy vliv na zivotni prostiedi nebo zdravi Clovéka
(Asante-Duah, 1996; Feng a kol., 2001; Urum a kol.,, 2003). Pokud bychom chtéli
kontaminant z pudy odstranit, pak je tfeba vzit v Gvahu, Ze organické polutanty se vazi
predevSim na malé Castice, které mizeme timto zpiisobem z pidy odstranit a kontaminant
Z nich poté odstranit napt. spalovanim.

Setrngj§im zptsobem odstranéni kontaminace je pak zptsob, kdy se kontaminant
uvolni zpady do pldniho roztoku, ¢imz je zpfistupnén pro biodegradaci pladnimi
mikroorganismy. Spravnou volbou povrchové aktivni latky (PAL) se dosdhne zvySené
rozpustnosti ropnych latek v pidnim roztoku. Vymyti povrchové aktivni latkou zaroven
prispiva k ruSeni sorpcnich vazeb a tim ke zptistupnéni polutantu pro intenzivni biodegradaci,
resp. chemickou oxidaci. Jako dalsi pozitivni disledek aplikace povrchové aktivni latky byva
emulsifikace a pseudorozpousténi polutantu, které ptispivaji k jeho mobilizaci a zpFistupnéni
pro eliminaci jinymi metodami, napiiklad sanacnim Cerpanim.

Na na$i zajmové lokalité tento postup probihd ndsledovné: Aplikace povrchoveé
aktivni latky probiha ve tiech cyklech, pti¢emz kazdy cyklus je rozdélen na 4 aplikaéni kola.
V prvni dva cykly je roztok aplikovan plo$né pfi narazové aplikaci pies aplika¢ni sondy a
vrty. V zavére¢ném cyklu je roztok aplikovan na mista s potfebou uvolnéni pietrvavajici
kontaminace (Slouka, 1999).

4.5.3. Air sparging

Cilem air spargingu je saturace prostiedi kyslikem a ndsledné uvolnéni kontaminantu.
Air sparging vytvaii vhodné podminky pro aerobni bioremedia¢ni procesy — dochazi k
rozvinuti aerobnich bakteridlnich kment schopnych degradovat zneciSténi v horninovém
prostiedi. Provozem air spargingu dochazi:
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1) k mechanickému uvoliovani volné faze ropnych latek do ptidniho roztoku,
2) k provzdusiovani, které napomaha ventingu (zvySuje miru vytékavani ropnych latek do
pudniho vzduchu).

Aktivni bioremediacni proces pak zajistuje dostate¢nou koncentraci kysliku v piidnim
roztoku. Pfi aerobni biodegradaci ropnych latek hraje kyslik zasadni roli. V biochemickych
reakcich ptidnich mikrooganismti je vyuzivan kyslik jako terminalni akceptor elektront
(Johnson 2001). Sarouhan (1997) prezentoval praktické vysledky tohoto postupu v piipadé
pudy znecisténé motorovou naftou a benzinem na zakladné amerického namotnictva Salton
Sea v jizni Kalifornii. Remediace byla kombinaci air spargingu a dodavani dostate¢ného
mnozstvi dostupnych Zivin pro mikroorganismy. Tato metoda vedla k odstranéni 77%
ropnych latek (jejich tiplnou oxidaci na CO>) v prib&éhu 6 mésicti.

4.5.4. Venting

Cilem ventingu je odsdvani kontaminované¢ho vzduchu a uvolnénych plynti, naptiklad
pii air spargingu a dalSich biologickych a chemickych zplsobech degradace kontaminanta.
Venting je fizené odvétravani nesaturované zény a jeho zdkladni metoda in situ pro sanaci
tékavych organickych latek (TOL) a nékterych ¢astecné tékavych latek. Technologie ventingu
byla vyvinuta na zaklad¢ analogie s technikami odstranovani organickych latek tékajicich ze
zeminy, zdiva a podlahy a migrujicich dovnitf budov. Principem ventingu je vakuem
vyvolané proudéni vzduchu, do kterého jsou strhavany plynné TOL z horninové matrice a z
podzemni vody uvoliované absorbované resp. rozpusténé TOL. Odsavany vzduch z
ventovacich vrtii a sond a je zbavovan na Cisticim zatizeni od kontaminantt.

He et al. (2009) testovali Vv laboratornich podminkach G¢innost ventingu na puadé
kontaminované motorovou naftou a pozorovali u¢innost degradace kontaminantu v rozmezi
21,6-60,1% po 5 mésicich trvani tohoto opatfeni. Brusturean a kol. (2007) se zamé&fili na miru
uvolnovani jednotlivych TOL, které jsou slozkou benzinu a motorové nafty. Testovali toluen,
smés toluenu and n-heptanu, a poté smés toluenu + n-heptanu + ethylbenzenu + m-xylenu +
p-xylenu. Na zakladé vysledki pak zkonstruovali matematicky model, ktery muze vést
k pfesnému odhadu chovani téchto kontaminant béhem ventingu.

Tato metoda je casto kombinovédna s bioremediaci kontaminované pldy, kdy
provzduSnovani plidy vede k rozvoji aerobnich mikroorganismii schopnych degradovat
uvolnéné kontaminanty. Tento piistup byl zvolen i na zadjmové lokalité, kde je nejprve vyuzita
fyzikalni metoda ventingu, je pak v dob¢ piechodu do bioremedia¢ni ¢asti sanace pievedena
do rezimu bioventingu, kdy je mirnym odsavanim vzduchu podpoifena biodegradace
kontaminantt (Jelinek, 1999).
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4.5.5. ISCO —in situ chemicka oxidace (Fentonovo ¢inidlo)

Vzhledem k navazani kontaminace jak na saturovanou tak nesaturovanou zénu
horninového prostfedi a pfitomnosti jak rozpusténého zneciSténi, tak filmu na hladiné
podzemni vody, je potiebné sanaci horninového prostfedi intenzifikovat a souCasné také
kombinovat. Z tohoto divodu bude ¢aste¢né sanovano také pomoci in situ chemickych
»oxida¢nich®“ metod. Cilem provadéni in situ chemické oxidace je tedy uvolnéni a
zptistupnéni kontaminantu pro biologické docisténi a dociSténi obtizné sanovatelnych mist.

Princip chemické oxidace in situ (ISCO) spoc¢iva v infiltraci vodného roztoku
oxidac¢niho ¢inidla do horninového prostiedi tak, aby zde doslo k destrukci kontaminujicich
latek rozpuSténych v podzemni vod€, nasorbovanych v horninovém prostiedi nebo
pritomnych ve formé zbytkové volné faze (Camenzuli a Friedman, 2015). Zdaleka nejcastéji
je metoda ISCO wuvadéna v souvislosti se sanaci saturované zony kontaminované
chlorovanymi etheny. Mezi dal§imi cilovymi kontaminanty jsou ¢asto zminovany benzen,
toluen, ethylbenzen a xyleny, polyaromatické uhlovodiky, polychlorované bifenyly,
chlorbenzeny a dalsi (Kubal a kol. 2008).

Pro chemickou oxidaci je moZno pouzit riznd oxidacni ¢inidla. Fentonovo ¢inidlo je
smés peroxidu vodiku a zeleznatych iontt (H,O, + Fe2+) v kyselém prostifedi a v této
souvislosti je uvadéno nejcastéji. Organické kyseliny obsahujici funkéni skupiny a tvofici
komplexy s kovy jsou cCasto pfidavany do smési (vznika tim modifikované Fentonovo
¢inidlo). Pouziti kyselin zabranuje vysrazeni zeleza a celkové zabranuji sniZzeni efektivity
radikélové reakce. Intenzitu Fentonovy reakce je mozné ovlivnit pfidavkem stabilizatort,
pricemz timto krokem vznika tzv. modifikované Fentonovo Cinidlo. Stabilizatory jsou razné
organické 1 anorganické latky, jejichz pritomnost ve smési vede ke zpomaleni reakce.

Kyselina citronova se s vyhodou pouziva jako organicky stabilizator. Diky tfem
karboxylovym skupindm a jedné hydroxylové skupiné muze az 4 nasobn¢ disociovat a tvoii
tak komplexy s ionty zeleza. Na zéklad€ pilotnich zkouSek bylo zjisténo, Ze aplikace 5%
peroxidu za piitomnosti zdroje Zeleza a kyseliny citronové v koncentraci 10 g.I" dochazi k
nezadoucimu rozbijeni jilovych minerall a k naslednému ucpavani aplikacnich vrtti. Z tohoto
duvodu je nutné aplikovat peroxid vodiku ve zfedéné formé (nejlépe 1 az 2% roztok) za
pritomnosti stabilizatoru kyseliny citronové (10 g.I") a siranu Zeleznatého (0,1 g.I")
(Ferguson, 2004).

4.5.6. Aktivni bioremediace in situ

Aktivni bioremediace in Situ je nosnou technologii k odstranéni rozpusténé formy
kontaminantu. Bioremediacni technologie vyuziva aktivity konkrétniho alochtonniho
mikroorganismu, ktery je schopen degradovat tento kontaminant a pfeménit ho na slou€eniny,
kterou nejsou Skodlivé Zivotnimu prostfedi ani ¢lov€ku. Vlastni biotechnologie spociva ve
stimulaci téchto degradujicich mikroorganismi, které vyuZzivaji pfitomné znecisténi jako
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jediny zdroj uhliku a energie ve vSech mistech sanované lokality pro vlastni rast a rozvoj.
Tyto vybrané mikroorganismy jsou pomnozeny/stimulovany a nasledné jako inokulum
aplikovany do sanovanych prostor. Marchal et al. (2003) pozorovali vysokou biodegradabilitu
benzinu (96%), ale u motorové nafty to bylo jen mezi 60 a 73%. Pro u¢innost bioremediace se
ukazuje jako rozhodujici zastoupeni jednotlivych uhlovodik.

Aktivné fizenou bioremediacni Cinnosti dochdzi k odbouravani (biologickému
rozlozeni) ropnych latek. Uginnost biodegradace je ovlivnéna fadou environmentalnich a
biologickych faktort, jako je pH pudy, teplota, zasobenost kyslikem, obsah zivin, etist a
schopnost preziti degradujicich mikroorganismii a dostupnost kontaminantu pro tyto
organismy. Je tedy nutné vytvofit a udrZzovat na lokalité¢ optimalni podminky, tj. dostatek
kysliku a zivin pro zdarny pribéh biodegradace. Na pocatku praci je nutna rychld stimulace
biodegradace - dochazi tak k minimalizaci lag-faze biodegradace a tim rychlému startu
bioremedia¢nich procest. Biodegradace ropnych uhlovodika zpravidla trva déle nez fyzikalni
¢i chemické metody sanace, ale vedou k Uplné degradaci kontaminantu (Koshlaf a Ball,
2017).

Jednou ze zakladnich podminek uspéSné bioremediacni Cinnosti je tedy dostatek
zakladnich Zivin - dusiku a fosforu. Pfitomnost dusiku a fosforu je dilleZitd zejména pfi
zahajeni bioremedia¢ni Cinnosti, kdy dochazi k vyraznému narastu poctu mikroorganismu.
Pozdé€ji se jejich potfeba meéni, snizuje se potieba dusiku a zvySuje potieba fosforu.
Vyznamné zvySeni GCinnosti biodegradace motorové nafty v pudé pii aplikaci ventingu a
dostate¢ného zasobovani zivinami popsali naptiklad Moller a kol. (1996).

Na =zajmové lokalit¢ je kapalné inokulum (roztok vybranych degradujicich
mikroorganismli a roztoky zivin) do sanovanych vrstev saturované a nesaturované zony
aplikovana prostfednictvim systému aplika¢nich sond a vrtd pfi odstavce air-spargingu. K
piipravé aplikacnich roztokii je vyuzita precisténa voda ze sanacnich technologii. Pozadavky
na aplikovana mnozstvi vyplyvaji z monitoringu - davkuje se pouze takové mnozstvi Zivin,
které mikroorganismy v ramci fizené bioremediacni ¢innosti spotiebuji (nedochazi tedy k
negativnimu ovlivnéni zivotniho prostfedi a zatiZzeni prosttedi cizorodymi latkami).

Pro nejefektivnéj$i a nejrychlejsi rozklad ropnych latek je nutno v horninovém
prostiedi zajistit dostatek kysliku. Kyslik vstupuje do reakce jako termindlni akceptor
elektront (bakterie vdechuji O, rozkladaji ropné latky a vydechuji CO,). V piipadé
nedostatku O, mohou byt pfi sanaci vyuzivany nahradni akceptory elektronti NO3™ » MnlV »
Felll » SO,”; tyto jsou viak jednoznaéné méné efektivni pro pomalejsi pribéh degradace. Z
téchto divodi je tieba kontaminované mista dostatecné saturovat vzdusnym kyslikem. Ten je
na z4jmové lokalité¢ do sanovanych vrstev aplikovan dmychadlem prostiednictvim hlubSich
air-spargingovych sond v centru sanované oblasti. V ramci biotechnologie je do horninového
prostiedi aplikovano inokulum alochtonnich mikroorganismti schopnych degradovat ropné
latky.
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Inokulum obsahuje pouze vybrané otestované mikrobialni kmeny, které patii dle
hodnoticich kriterii WHO do skupiny s malou pravdépodobnosti vyvolat onemocnéni u lidi
nebo zvifat. Celkové mnoZzstvi inokula aplikovaného do horninového prostiedi vlastni
bioremediace in situ dosahuje cca 10% oSetfovaného prostiedi a je aplikovano etapovité, resp.
dle vyvoje znecCisténi a také klimatickych podminek. VéEtsi objemy jsou do horninového
prostiedi piivedeny castéjsi aplikaci pfes 1éto, mensi naopak ptes chladnéjsi mésice roku.
Obdobn¢ jsou aplikovany i potiebné roztoky zivin (Jelinek, 1999).

5. Material a metody

5.1. Odber vzorku

Na lokalité byla vybrana dvé mista pro odbér vzorkt tak, ze jedna lokalita byla v méné
zneCisténé Casti uzemi, kde se provadi bakteridlni inokulace druha byla v nize polozené a
kontaminovanéjSi ¢asti uzemi, kde se zatim provadéji jen fyzikalné-chemické remediace.
Sestavila se vrtna souprava (Makita HM1812 Bouraci kladivo s AVT 72,8] 2000W), ktera
byla pohanéna benzinovou centralou. Celkova hloubka vrtu se pohybovala v rozmezi 5-6 m.
Pii kazdém vytaZeni nastavce se zeminou byl sloupec zeminy rozdélen na useky po 25 cm.
Sterilnim nozem byla odstranéna svrchni ¢ast zeminy a ze stifedu sloupce byly do plastovych
uzaviratelnych zkumavek o objemu 1,5 ml odebrany 3 alikvoty vzorku. Kazdy odbér byl
peclivé oznacen znackou pro dané misto a hloubku odbéru a ulozen do doby analyzy pii
teploté -81°C. Tyto vzorky byly urCeny pro mikrobiologické a enzymatické analyzy.
Zbyvajici zemina z jednotlivych segmentt byla rozdélena na dvé ¢asti. Podvzorek urceny pro
stanoveni fyzikalné-chemickych vlastnosti piidy byl vysusen pii laboratorni teploté a vzorek
urceny pro stanoveni rezidui ropnych uhlovodiki byl zmrazen pfi teploté -20°C a nasledné
lyofilizovan. Vzorky vysusené na vzduchu i lyofilizované byly pied vlastni analyzou ptesaty
pies sito o velikosti 2 mm a ru¢né¢ homogenizovany. Vzorky byly odebrany 9. 5. 2019 pro
stanoveni pred biologickymi a fyzikalné-chemickymi Gpravami a 14. 10. 2019, tj. 3 mésice po
provedenych upravach.

5.2. Stanoveni pH

Pro stanoveni vyménné pidni reakce bylo do PVC lahve navaZeno 10 g homogenizované
zeminy. K navazce byl pridan 0,01 mol.L™ roztok CaCl, v celkovém mnozstvi 50 ml. Takto
pfipravena smés byla promichdvéana na tiepacce po dobu 60 minut. Po intenzivnim protiepani
se vzorky nechaly 15 minut ustalit a nasledné¢ byla na pH-metru zmétena hodnota pH za
pomoci sklenéné elektrody.

5.3. Stanoveni kationtové vyménné kapacity

Kationtova vyménna kapacita byla stanovena dle metody ISO 11260. Do tiepacich PE
lahviGek s kulatym dnem navazeny 2 g zeminy a piidano 20 ml 0,1 mol.L™ BaCl,. Reakéni
smés byla 2 hodiny promichdvéana na tfepacce. Nasledné byly vzorky umistény do laboratorni
centrifugy a po dobu 10 minut centrifugovany pii 3000 otackach za minutu. Supernatant byl
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pteveden do plastovych zkumavek. Koncentrace kationti (Ca, Mg, K, Na, Fe, Mn a Al) v

roztoku byla stanovena pomoci optické emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
(ICP — OES, Agilent 720, Agilent Technologies Inc., USA).

5.4. Stanoveni celkového obsahu C a N v pudé

Celkovy obsah uhliku a dusiku v ptdé¢ byl stanoven s vyuzitim pfistrije CHNOS Vario
MACRO cube (ElementarAnalysensystemeGmbH, Némecko). V tomto piistroji je nejprve
500 mg vzorku spaleno v uzavieném systému katalytické peci a nasledné¢ je obsah C a N
stanoven s vyuZitim teplotné¢ vodivostniho detektoru.

5.5. Rezidua ropnych uhlovodiki

Mnozstvi ptiblizn€ 15 g homogenizované pidy bylo navazeno do sklenéné barky se
zabrusem a zalito 30 ml extrakéni smési (n-hexan a aceton v poméru 2:1). Barky s reakéni
smési pak byly umistény do ultrazvukoveé 1azné€ po dobu 30 minut pfi teploté 25 °C. Nasledné
byly vzorky tfepany na orbitalni tfepacce po dobu 60 minut pii 170 ota€kach za minutu.
Nasledné bylo k reakéni smési ptidano 50 ml demineralizované vody k rozdéleni hexanové a
acetonové faze po dobu 10 minut. Z horni hexanové faze, kam se vyextrahuji analyty, byl
odebran 1 ml do tmavé sklenéné vialky a uzavien vickem se septem, ktery se vyuziva jako
piimy vzorek pro stanoveni Cy9-Cyo V extraktu (U.S. EPA 3550C). Stanoveni uhlovodikti Cp-
C4o bylo provedeno plynovou chromatografii(GC) s plamenové-ionizaénim detektorem (FID)
dle technické normy CSN EN 14039 v akreditované laboratoii ALS Czech Republic, s.r.o.
Byly stanoveny také obsahy BTEX, ale ve vSech ptipadech byly namétfené hodnoty pod mezi
stanovitelnosti, kterd je pro benzen 0.010 mg/kg sus., pro toluen 0.030 mg/kg sus., pro
ethylbenzen 0.020 mg/kg sus., pro meta- & para-xylen 0.020 mg/kg sus. a pro orto-xylen
0.010 mg/kg sus.

5.6. Stanoveni enzymové aktivity

Aktivita enzymt B-glukosidazy, fosfatazy, B-xylosidazy, chitindzy, celobiohydrolazy,
B-galaktosidazy, a-glukosidazy, B-manosidazy, arylsulfatazy, a lipazy byla stanovena
spektrofluorometricky s vyuzitim fluorescenéné znafenych substratu. Jako fluorescenéni
molekula byl pouzit 4-methylumbllyferol (MUF). Jednotlivé substraity MUF, které byly
pouzity pro stanoveni aktivit konkrétnich enzymi, jsou nasledujici:

B-glukosidaza: 2,75 mM 4-methylumbellyferyl-B-D- glukopyranosid (MUFG)
kysela fosfataza: 2,75 mM 4-methylumbellyferyl-fosfat (MUFP)

B-xylosidaza: 2,50 mM 4-methylumbellyferyl-p-D-xylopyranosid (MUFX)
chitinaza: 1,00 mM 4-methylumbellyferyl-N-acetylglukosaminid (MUFN)

celobiohydrolaza: 2,50 mM 4-methylumbellyferyl-N-cellobiopyranosis (MUFC)
B-galaktosidaza 2,50 mM 4-methylumbellyferyl-b-D-galaktopyranoside (MUFL)
a-glukosidaza 2,50 mM 4-methylumbellyferyl- o -D-glykosopyranoside (MUFaG)
lipaza 2,50 mM 4-methylumbellyferyl-kaprylat (MUFY)
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Pro stanoveni potencialnich aktivity enzyml byly pouzity suspenze tvoiené 0,25 g
lyofilizovaného vzorku v 50 ml 50 mM acetatového pufru s pH 5 (smichame 2,78g octanu
sodného + 11 destilované vody + 938 ul kyseliny octové). Takto piipravené vzorky byly po
nezbytnou dobu uchovavany pii teploté do 4 °C. Do mikrotitracni desticky byly napipetovany
jednotlivé MUF substraty a kalibra¢ni roztoky MUF standardu v pfedem daném fedéni. K
substratiim bylo do jamek napipetovalano 200 pl homogenizované suspenze vzorku. Do pravé
casti desticky byly umistény kalibraéni fady, ve kterych postupné vzristala koncentrace MUF.
Fluorescence byla méfena pomoci mikrodestickového analyzatoru (Infinite F200, TECAN,
Switzerland) s exitaci 360 nm a emisi 465 nm. (Baldrian, P., 2009)

5.7. Extrakce DNA

5.7.1. Fenol-chloroformova extrakce s CTAB a srazenim isopropanolem

Tato metoda vychazi z protokolu SK (Sagova-Mareckova et al. 2008). Byla pouzita pro
vzorky z vrtu AS7. Pro extrakci DNA z odebranych vzorkid si pfipravime do rozbijeci
ependorfky sklenéné kulicky, 250 mg kulicek o praiméru 0,1 mm a 250 mg kulicek 0 priméru
0,5 mm. Do ependorfky s kulickami navazime 0,5g vzorku pudy. Ptidame 600 pl extrakéniho
pufru. Pfidame 150 ul fenolu a 150 ul chloroformu smichaného s isoamylalkoholem v
poméru 25v:24v:1lv. Vlozime do Bead Beater (3110 BX Mini-NeadBeater-1, BioSpec,
Oklahoma, USA) na 90 sekund na 2 500 otacek. Vlozime do centrifugy (Centrifuge
Eppendorf 5418, Eppendorf, Némecko) na 2 minuty pfi 12 000 otacek. Odpipetujeme
supernatant do nové ependorfky o velikosti 2 ml. No ependorfky s kulickami a se zeminou
znovu pridame 300 pl pufru. Vlozime do Bead Beateru na 30 sekund na 2 500 otacek.
Vlozime do centrifugy a na 2 minuty pii 12 000 otac¢ek. Odpipetujeme supernatant do stejné
ependorfky jako v pfedchozim kroku. Ependorfku s kulickami vloZzime do odpadu, dale s ni
nepracujeme. Do odpipetovaného supernatantu piidame polovinu objemu supernatantu
chloroformu s isoamylalcoholem a polovinu objemu supernatantu phenolu. Promichame
oto¢enim ependorfky. Vlozime do centrifugy na 5 minut pii 6 000 otacek. Odpipetujeme
supernatant do nové ependorfky a piedchozi vyhodime do odpadu. Do supernatantu piidame
chloroform s isoamylalkoholem ve stejném objemu jako mame supernatant. Promichame
oto¢enim ependorfky. VloZzime do centrifugy na 5 minut pii 6 000 otacek. Odpipetujeme
supernatant do nové ependorfky a pfedchozi vyhodime do odpadu. Do supernatantu ptidame
3/7 naseho objemu 5M NaCl. Ptiddme 0,1 naseho objemu 10% CTAB  (cetyl
trimethylammonium bromide) rozehfatého na 65°C. Promichame oto¢enim ependorfky.
Ependortku vlozime do ptredehiatého termoblocku na 65°C na 30 minut. Rozehiaté
ependorfky zchladime pod studenou tekouci vodou na 20°C. Ptfiddme chloroform s
isoamylalcoholem ve stejném mnozstvi jako mame objem. Promichame oto¢enim
ependorfky. Vlozime do centrifugy na 15 minut pti 4 500 otacek. Odpipetujeme supernatant
do nové ependorfky a pfidame 0,1 naseho objemu 3M NaAc. Pfidame 0,6 naseho objemu
isopropanolu. Promichame oto¢enim ependorfky a nechame 30 minut odstat v pokojové
teploté. Vlozime do vychlazené centrifugy 4°C na 20 minut pii 10 000 otacek. Vylejeme
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supernatant a ponechame si peletku, ktera na spodu ependorfky. Pfidame 70% EtOH. Vlozime
do vychlazené centrifugy (Centrifuge 5415 R, Eppendorf, Némecko) 4°C na 5 minut pii 10
000 otacek. Odpipetujeme opatrné EtOH a ponechdme si peletku. Otevienou ependorfku s
peletkou vloZime do vakuové odparky (CentriVap, Missouri, USA) na vysuSeni pii 40°C 8-10
minut. Do ependorfky ptidame 70 ul H20. Vlozime do termoblo¢ku na 1 hodinu pii 65°C.
Takto mame piipravené DNA pro ovéfeni na elektroforézu. (Sagova-Mareckova et al. 2008)

5.7.2. Inovovany postup extrakce DNA

Tato metoda byla pouzita pro vzorky z vrtu AS26. Pro extrakci DNA z odebranych
vzorkl si ptipravime do rozbijeci ependorfky sklenéné kulicky, 250 mg kuli¢ek o pruméru 0,1
mm a 250 mg kuli¢ek 0 pruméru 0,5 mm. Do ependorfky s kulickami navazime 0,5 g vzorku
pudy. Piiddme 1500 pl Lysis buffer, ktery se sklada ze 6 ul tween, 3 g SDS, 0,511 g
Na;HPOy4, 20 ml dH,0. Kratce vortexujeme a inkubujeme na 30 minut pti 70°C. Vlozime do
Bead Beater na 3 x 90 sekund na 2 500 otacek. Ptidame 3 pul RNasa A, kratce vortexujeme a
inkubujeme na 30 minut pfi 37 °C. Pfiddme 7,5 pl proteinasy K, kratce vortexujeme a
vlozime do rozehtatého blo¢ku na 30 minut pi1 65°C. Ependorfku vlozime do centrifugy na
15 minut pii 10 000 otacek. Odstiedény supernatant prepipetujeme do nové 2 ml ependorfky a
inkubujeme na ledu 1,5 hodiny. V inkubovanych vzorkach se nam vysrazela bilkovina,
vzorky vlozime do vychlazené 4°C centrifugy na 30 minut. Ze vzorkid odpipetujeme
supernatant a rozdélime ho do dvou novych 2 ml ependorfek. Piidame 0,1 ml 3M octanu
sodného podle objemu naSeho vzorku. Pfidame 1 pl GenEluteLPA a 2,5 objemu c¢istého
etanolu. Vzorky nechame v mrazaku odstat 20 minut, poté vlozime do centrifugy na 10 minut
pii 10 000 otacek. Odpipetujeme supernatant a ponechame vzniklou peletku, oplachneme 50
ul 70% etanolem a vlozime do centrifugy na 3 minuty. Odpipetujeme opatrné EtOH a
ponechame si peletku. Otevienou ependorfku s peletkou vlozime do vakuové odparky
(CentriVap, Missouri, USA) na vysuSeni pfi 40°C 8-10 minut. Po vysuSeni pfiddme do
ependorfky 50 ul TE™ a nechame peletku rozpustit v termoblo¢ku 1 hodinu p¥i 65°C. Takto
mame piipravené DNA pro ovéfeni na elektroforézu (Brennerova et al. 2009, Selenska et al.
1991, Selenska-Pobell et al. 2001).

5.8. Elektroforéza

Na ptipravu 1% agaru budeme potiebovat 50 ml gelu, ktery obsahuje 50 ml TAE pufru +
0,5 g agarosy. V mikrovinné troub& lehce rozpustime na 2,5 minuty. Pfidame 5 ul SYBR Safe
DNA Gel Stain (v DMSO v poméru 1v:9v). Nalijeme do pfipravené vanicky s hiebinky pro
aplikaci vzorku, vytvoii nam jamky. Gel nechdme ve vani¢ce ztuhnout. Po ztuhnuti vloZime
vani¢ku do elektroforézy a vyndame hiebinky. Cely gel zalijeme TAE pufrem (40 mM Tris-
acetatu + 1 mM kyseliny etylendiamintetraoctové (EDTA; pH 8) (EDTA (2 mM): 0,074 g
Na;EDTA.2H,0 + 50 ml H,0), tak, aby byl ponofeny. Na parafin si ptipravime vzorky 2 ul
vzorku + 3 ul nanaSeciho pufru. Vzorek s nanasecim pufrem smichame a piepipetujeme do
ptipravenych jamek v gelu. Zapneme elektroforézu na 95 V, cca 95 mA. Elekroforézu
nechame zapnutou 15 minut, poté opatrné¢ vyndame vanicku s gelem. Gel detekujeme v UV
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transluminatoru pomoci programu GeneSnap 7.12, a vyfotografujeme jej. Zde mizeme vidét,
zda se nam izolace vzorku povedla.

5.9. Precisténi extrahované DNA

5.9.1. Hepes a CaCl,

Z extrahovaného vzorku si odebereme 30 ul do ependorfky. Nejprve pies membranovy
filtr vysterilizujeme Hepes a CaCl,, piidame 3 ul Hepes, poté 3 ul CaCl, do vzorku DNA.
Nechame 30 minut v pokojové teploté reagovat. Z krabicky Gene Read Size Selection Kit si
vypuj¢ime Buffer SB1. Bufferu SB1 ptidame do vzorku DNA 4x vice naseho objemu, tudiz
144 pl. Tento mix piepipetujeme do vychlazené MinElute zkumavky a centrifugujeme na
maximalni otacky 1 minutu. Vylijeme spodni tekutinu, které nam zistala ve spodnim dilu
zkumavky. Do vrchniho fialového dilu zkumavky s filtrem ptidame 700 pl vychlazeného 80
% etanolu pét centrifugujeme na maximalni vykon 1 minutu. Spodni ¢ast opét vylijeme a
znovu pridame etanol, centrifugujeme a vylijeme spodni tekutinu. JeSté jednou
centrifugujeme na maximalni rychlost 1 minutu. Fialovy vrSek pfenddme do nové 1,5
ependorfky a snazime se uz zabranit kontaktu filtru s etanolem. Do fialové ¢asti pridame 30 pl
predehiaté vyautoklavované dH,O na 37 °C. Fialovy vrsek zavieme a nechame 2 minuty stat.
Vlozime do centrifugy na maximalni otd¢ky 1 minutu. Spodni ¢ast si ponechame a fialovy
vrsek vyhodime. Ve spodni ¢asti mame pieciSténou DNA. Piecisténou DNA vlozime do
elektoroforézy pro kontrolu.

5.9.2. Geneclean Turbo kit

Z extrahované¢ho vzorku DNA si odebereme 30 ul do ependorfky, ptiddme pétindsobek
roztoku Turbo GNomic Salt Solution. Promichame poklepanim na spodni ¢ast ependorfky.
Vezmeme cistou ependorfku a vlozime do ni kolonku s filtrem, do které prepipetujeme
vzniklou smés. Vlozime do centrifugy na maximalni otacky 5 sekund. Vylijeme spodni
tekutinu, kterd nam zastala ve spodnim dilu zkumavky. Kolonku siltrem vzatime do
zkumavky a piipipetujeme 500 pl Wash solution s 99 % ethanolem a centrifugujeme na
maximalni otaCky 5 sekund. Spodni tekutinu vylijeme a centrifugujeme znovu. Kolonku
s filtrem vlozime do nové zkumavky a ptidame 30 pl predehiaté vyautoklavované dH,0 na 37
°C. Kolonku zavieme a nechdme 5 minut stat. VloZzime do centrifugy na maximalni otacky 1
minutu. Spodni ¢ast si ponechame a kolonku vyhodime. Ve spodni ¢asti mame pieciSténou
DNA. Ptecisténou DNA vlozime do elektroforézy pro kontrolu.
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5.10. PCR amplifikace genu pro 16S rRNA

Pro ziskani PCR produktu musime nejprve vysvitit laminarni box a plochu, na které
budeme piipravovat Master mix UV svétlem pro sterilizaci na 30 minut. Po sterilizaci plochy

ptipravime mix viz. Tabulka 1.

Tab. 1. Master mix GoTag

GoTag
Pufr Sul
DMSO 5% 1,25 pl
dNTP 0,5 ul
Polymeraza GoTag 0,125 ul

Primer CS1 — 515 PF

1 ul (1:10 H20)

Primer CS2 — 806 aR

1 ul (1:10 H20)

MgCl, 3ul
DNA Podle koncentrace na elektroforéze
dH20 Doplnéni mixu do 25 pl

Tab. 2. Master mix TaKara

TaKara
Pufr 2 ul
DMSO 5% 1,25 ul
dNTP 2 ul
Polymeraza TaKara 0,125 pul

Primer CS1 - 515 PF

1 pl (1:10 H20)

Primer CS2 — 806 aR

1 pl (1:10 H20)

DNA Podle koncentrace na elektroforéze
dH20 Doplnéni mixu do 25 ul

Podle vyraznosti DNA na gelu piiddvame odhadnuté mnoZstvi DNA do premixu. Cim
je DNA na gelu vyrazn€jsi, tim méné¢ piidavame. Doplnéni dH,O do mixu si vypocitame
podle mnozstvi latek v mixu. Secteme veskeré piidané latky + napi. 2 ul DNA (vzdy
pocitame podle nejvice pridaného DNA)

Naptiklad: Mame 4 vzorky a budeme pouzivat polymerazu GoTag. Vsechny latky si
vynasobime po¢tem vzorkl plus dva vzorky navic, pro jistotu (5*6, 1,25*6, 0,5*6, 0,125*6,
1*6. 1*6, 3*6). VSechny vynasobené latky secteme ( 30+7,5+3+0,75+6+6+18). Tento soucet
vydélime poctem vzorku (71,25/6), pficteme maximalni mnozstvi pfidané DNA, v nasem
ptikladu 2 pl (11,875+2), odetteme od pozadovaného mnozstvi 25 pl (25-13,875),
vynasobime poctem vzorku (11,125%6=66,75) vysledkem mame kolik ptiddme dH20 do
smési pii1 4 vzorcich + 2 ndhradni.

Ptipraveny premix si rozpipetujeme do ependorfek 23 pl, poté ve Flowboxu pfidame 2 pl
vzorku DNA. Pokud budeme ptidavat pouze 1 ul DNA, musime pfidat do ependorfky 1 pl
dH,0. Takto pfipravené vzorky vlozime do thermocykleru (C1000™ Thermal Cycler, Bio-
Rad Laboratories, Kalifornie, USA) a spustime program CS1CS2GO. Po prob&hnuti
programu zkontrolujeme vzorky na elektroforéze, zda se nam PCR produkt vydafril.
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6. Vysledky
6.1. Obsahy rezidui ropnych uhlovodikii

Hloubkovy vrt AS7 1S pifed inokulaci bakteriemi a hloubkovy vrt AS26 2S po
aplikaci Fentonova ¢inidla maji jako jediné extrémni hodnoty dosahujci 255 mg.kg™ a 262
mg.kg™® (Graf 1). Vrt AS26_2S po osetfeni Fentonovym &inidlem mé aZ po moment
extrémniho nartstu viceméné neménné hodnoty. Oproti tomu hloubkovy vrt AS7 1S pred
inokulaci bakteriemi ma neustale stfidavé hodnoty. Hloubkové vrty po oSetfeni bateriemi
AS7 2S a vrt pred aplikaci Fentonova ¢inidla AS26 1S maji naméfené klesajici hodnoty,
piiGemz vrt AS26 1S pied aplikaci Fentonova ¢&inidla od hodnoty 21 mg.kg™ ve 3 m jiz
nevykazuje vyznamné zmény. Hloubkovy vrt AS7 2S po oSetieni bakteriemi dosahuje
navzdory nejvy$$im naméfenym vykyvim po celém profilu nejvyssi hodnoty obsahu ropnych
rezidui.
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180 -
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Graf 1. Obsahy ropnych uhlovodikii v pidé v jednotlivych vrtech v zavislosti na hloubce profilu

6.2. Fyzikalné-chemické vlastnosti pudy

Celkovy obsah uhliku je v hloubkovych vrtech pfed inokulaci bakteriemi AS7_1S,
pfed a po oSetfeni Fentonovym ¢inidlem AS26 velmi podobnd. Hodnoty se pohybuji kolem 2
%, ale u hloubkového vrtu po oSetieni Fentonovym ¢inidlem AS26 2S nastava zlom v 2,5 m,
kdy se hodnoty za¢nou navySovat az do 2,5 % (Graf 2). Hloubkovy vrt po oSetfeni bakteriemi
AS7 2S se od ostatnich vrtli vyraznéji liSi. Hodnoty za¢nou klesat v 1,5 m a postupné
klesnou na hodnotu 2,27 % v 3,5 m. V této hloubce nastane vyrazny nartust obsahu uhliku az
na 4,47 %.
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Graf 2. Celkové obsahy uhliku v ptidé v jednotlivych vrtech v zavislosti na hloubce profilu

Po osetfeni bakteriemi u hloubkového vrtu AS7 2S dochazi s naristajici hloubkou k
vyrazné zméné naméfenych hodnotcelkového obsahu dusiku (Graf 3), pficemz v hloubce 4,5
m dochazi k vyznamnému poklesu obsahu dusiku. V hloubce 5,25 m dochézi k ustaleni
namétfenych hodnot pro bakterie AS7 2S. V hloubkovém vrtu AS26 1S se namétfené hodnoty
pohybuji vrozmezi 0,07 — 0,09, zde nedochazi k vyznamnym zménam. Pied inokulaci
bakteriemi u hloubkového vrtu AS7 1S maji naméfené hodnoty opacny trend nez u
hloubkového vrtu AS26 1S pted aplikaci Fentonovym ¢inidlem. S roustouci hloubkou obsah
dusiku klesa v rozmezi0,09 — 0,07. Po oSetieni Fentonovym ¢inidlem dochazi se zvySujici se
hloubkou zvyseni obsahu dusiku v pade.
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Graf 3: Celkové obsahy dusiku v piidé v jednotlivych vrtech v zavislosti na hloubce profilu
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Kationtova vyménna kapacita je vyssi v hloubkovém vrtu s bakteriemi AS7, u kterého
naméfené hodnoty dosahuji maximalnich hodnot 262 mmol.kg? v hloubce 2 m (Graf 4).
Nejnizsi hodnoty vtomto vrtu byly 0,75 mmolkg® ve 2 m. V hloubkovém vrtu
s Fentonovym ¢inidlem AS26 je naméiena niz$i aktivita nez v hloubkovém vrtu s bakteriemi
AS7, piesto zde vjednom bodu doséhla hodnota 266 mmol.kg™ v hloubce 4,25 m.
Kationtova vym&nna kapacita klesla aZ na nejniz$i hodnotu 37,4 mmol.kg™ v hloubce 5 m u
hloubkového vrtu s Fentonovym ¢inidlem AS26.
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Graf 4. Kationtova vyménna kapacita pudy (KVK) v jednotlivych vrtech v zavislosti na hloubce profilu

Naméiené pH v hloubovych vrtech se od sebe pfilis nelisi (Graf 5). Naméiené hodnoty
dosahovaly zhruba 7,5. Ve vrtu pied aplikaci Fentonova ¢inidla AS26 byla ve spodni ¢asti
vrtu v 5 m naméiena nejnisi hodnota 5,65.
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Graf 5. Hodnoty pH pidy v jednotlivych vrtech v zavislosti na hloubce profilu
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Analyza hlavnich komponent (Grafy 6-8) naznacuje, Ze sledované parametry byly vice
ovlivnény inokulaci bakteriemi nez aplikaci Fentonova ¢inidla.

6.3. Stanoveni enzymové aktivity

Pfi méfeni enzymovych aktivit byl nejaktivn€jsi hloubkovy vrt pted inokulaci
bakteriemi AS7 1S, ktery obsahuje vSechny naméfené enzymy kromé B-xylosidazy. U
hloubkového vrtu po oSetfeni bakteriemi AS7 2S se naméfily aktivity vSechny enzymu, i
kdyz v malé mife. Nejvyssi aktivity enzyma ve vSech vrtech byly stanoveny v piipadé [-
galaktosidazy a lipazy.

Enzym B-glukosidaza byl stanoven jako velmi aktivni u vrtu pted inokulaci bakteriemi
AS7 1S, kde dosahoval 32,15 nM min™ml* vhloubce 2,25 m a 22,57 nM min*ml*
v hloubce 3,75 m (Graf 9).
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Graf 9. Aktivita enzymu B-glukosidaza v jednotlivych vrtech v zavislosti na hloubce profilu

Enzym kyseld fosfatiza byla velmi aktivni ve dvou vrtech, a to pfed inokulaci
bakteriemi AS7_1S a u vrtu po aplikaci Fentonova ¢inidla AS26 2S. Nejvétsi aktivita byla
naméfena v pripadé vrtu AS26_2S kde dosahovala 18,87 nM min™ml™ v hloubce 0,5 m (Graf
10).
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Graf 10. Aklivita enzymu kysela fosfataza v jednotlivyvh vrtech v zavislosti na hloubce profilu

Enzym B-xylosidaza nebyl identifikovan pied inokulaci bakterii AS7 1S. Nejvyssi
aktivita byla naméfena u vrtu po aplikaci Fentonova &inidla AS26 2S, 0,52 nM min™ ml™
v hloukce 0,5 m. B-xylosidaza se vyskytuje pfevazné ve svrchni vrstvé pudy (Graf 11).
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Graf 11. Aktivity enzymu B-xylosidaza v jednotlivych vrtech v zavislosti na hloubce profilu

Nejvyssi aktivita enzymu chitindzy byla namétena u vrtu pred inokulaci bakteriemi
AS7_1S (Graf 12). Nejvyssi aktivita dosahovala 2,18 nM min™ mI™* v hloubce 3,75 m. Ve
vrtu pied aplikaci Fentonova ¢inidla AS26 1S nebyla aktivita tohoto enzymu identifikovéana.
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Graf 12. Aktivita enzymu chitinaza v jednotlivych vrtech v zavislosti na hloubce profilu

A4

Celobiohydrolazu neobsahuje vrt po aplikaci Fentonova cinidla AS26 2S. Nejvyssi
aktivity dosahuje vrt pted inokulaci bakteriemi AS7 1S, u kterého se namétilo 4,9 nM min
'mI™* v hloubce 1,5 m (Graf 13).
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Graf 13. Aktivita enzymu celobiohydrolaza v jednotlivych vrtech v zavislosti na hloubce profilu

B-galaktosidaza, byl jeden z nejvice aktivnich naméfenych enzymi (Graf 14). Nejvétsi
aktivita dosahoval ve vrtech pred inokulaci bakteriemi AS7_1S v hloubce 4,25m. Naméfena
aktivita dosahovala maximalni hodnoty 3,18 nM min™ ml™.
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Graf 14. Aktivita B-galaktosidazy v jednotlivych vrtech v zavislosti na hloubce profilu

Aktivita enzymu lipazy byla nejvyssi u vrtu pted inokulaci bakteriemi AS7_1S (Graf
15). Nejvyssi aktivita 174,95 nM min™ml? byla zaznamenana v hloubce 2,25 m. Ve
zbyvajicich hloubkovych vrtech neni enzym lipaza velmi aktivni, naméfené aktivita Se
pohybuji okolo 3 nM min™ ml™,
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Graf 15. Aktivita enzymu lipazy v jednotlivych vrtech v zavislosti na hloubce profilu

Tabulka 3 prezentuje vzajemnou korelaci aktivit sledovanych enzymi v jednotlivych
vrtech.
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6.4. Extrakce DNA

Na agarozovém gelu jsou vzorky
DNA extrahované z vrtu AS7 1S pied
inokulaci bakteriemi z hloubek 0 - 5,75 m
(Obr. 1). DNA z hloubky 0,25-1mal5
— 3,5 m byla dostate¢né koncentrovana,
ale u 1,25 m byla DNA vzorku malo
koncentrovana (Tabulka 4).

' 0."""-—'. "B

Obr.1. Pudni DNA z vrtu AS7 18 pted inokulaci bakteriemi

Tab. 4. Detekce ptidni DNA

Béh Vzorek Hloubka | Navazka Objem Detekce
¢. (m) vzorku | nanaSeciho | DNA
(9) pufru ()

0,25 0,5 3 +++
0,5 0,5 3 ++
0,75 0,5 3 +++

1 0,5 3 ++
L2 05 3 * - DNA nebyla detekovana
1.5 0.5 8 ++ + detekovana DNA o
1,75 0.5 3 e slabé intenzité

2 0,5 3 +++ ++ detekovana DNA o
2,25 0,5 3 +Ht stfedni intenzité

2,5 0,5 3 + +++ detekovana DNA o
2,75 0,5 3 e silné intenzité

3 0,5 3 +++
3,25 0,5 3 +++
3,5 0,5 3 +++
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Obr. 2. Pudni DNA z vrtu AS7_1S pred inokulaci bakteriemi

Tab. 5. Detekce ptidni DNA

Vzorek

Hloubka | Navazka Objem Detekce
(m) vzorku | nanaseciho DNA
)] pufru (pl)

3,75 0,5 3 +++

4 0,5 3 ++
4,25 0,5 3 -
4,5 0,5 3 +++
4,75 0,5 3 +++

5 0,5 3 -
5,25 0,5 3 ++
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Na  agarozovém
gelu jsou DNA extrahované
zvrtu AS7 1S pred
inokulaci ~ bakteriemi  z
hloubek 0 - 5,75 m (Obr. 2).
DNA z hloubky 3,75 - 4 m,
45— 4,75 ma 5,25 m byla
dostatecné  koncentrovana,
aleu 4,25 ma5 mbyla DNA
vzorku malo koncentrovana.
Extrakce byla provedena
inovovanou metodou (Tab.
5).

- DNA nebyla detekovan
+ detekovana DNA o
slabé intenzité

++ detekovana DNA o
stfedni intenzité

+++ detekovana DNA o
silné intenzité



Obr. 3. Pidni DNA z vrtu AS7_2S po osetiteni bakteriemi

Tab. 6. Detekce ptidni DNA

Na agarozovem gelu je DNA
extrahovana zwvrtu AS7_2S po oSetfenii
bakteriemi z hloubek 0 - 6 m (Obr. 3). DNA
z hloubky 0,25 m, 0,75 -1,25mal1,75-6 m
byla dostate¢né¢ koncentrovana. U vzorku z
hloubky 0,5 m a 1,5 m byla DNA vzorku malo
koncentrovana. U vzorku z hloubky 1,25 m se
DNA nevyextrahovala. Na tomto agarozovém
gelu se nachazi i DNA extrahovana z vrtu
AS26 1S pred osetfenim Fentonovym
¢inidlem =z hloubek 0 - 0,75 m. DNA
z hloubky 0,25 - 0,5 m je dostatecné
koncentrovana a z hlouky 0,75 m se DNA
nevyextrahovala. Dale se na gararozovém gelu
nachazi DNA zprtu AS26_2S po aplikaci
Fentonova ¢inidla 0,25 0,5 m. DNA
Z hloubky 0,25 m je dostate¢né
koncentrovand, ale z hloubky 0,5 m se DNA
nevyextrahovala (Tabulka 6).

Vzorek Hloukb | Navazka Objem Detekce
Béh a(m) vzorku | nanaseciho DNA
¢ 9 pufru (ul)
1 AS7s2 1A 0,25 0,5 3 +++
2 AS7s2 1B 0,5 0,5 3 -
3 AS7s2 1C 0,75 0,5 3 +++
4 AS7s2 1C 0,75 0,5 3 +++
5 AS7s2 1D 1 0,5 3 +++
6 AST7s2 2A 1,25 0,5 3 -
7 AST7s2 2B 15 0,5 3 +
8 AS7s2 2C 1,75 0,5 3 ++
9 AS7s2 2D 2 0,5 3 +++
10 AS7s2 3A 2,25 0,5 3 +++
11 AS7s2 3B 2,5 0,5 3 +++
12 AS7s2 3C 2,75 0,5 3 ++
13 AS7s2 3D 3 0,5 3 ++
14 AST7s2 4A 3,25 0,5 3 +++
15 AST7s2 4B 3,5 0,5 3 ++
16 AS7s2 4C 3,75 0,5 3 ++
17 AS7s2 4D 4 0,5 3 ++
18 AST7s2 5A 4,25 0,5 3 ++
19 AS7s2 5B 45 0,5 3 +++
20 AS7s2 5C 4,75 0,5 3 ++
21 AS7s2 5D 5 0,5 3 ++ ,
55 o 55 05 3 — - DNA nebyla detekovana
23 AS7s2 6B 55 05 3 Tt + detekovana DNA o
24 AS7s2 6C 5,75 0,5 3 ++ slabé intenzité
25 | _ASis26D 6 0.5 3 i ++ detekovana DNA o
0,25 0,5 3 +++ . , . .
05 05 3 - sttedni intenzité
0,75 0,5 3 - +++ detekovana DNA o
0,25 0.5 3 it silné intenzité
0,5 0,5 3 -
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Obr. 4. Pidni DNA z vrtu AS26 1S pted oSetfenim Fentonovym

¢inidlem.

Tab. 7. Detekce ptidni DNA

AS7s1 5A

Navazka Objem Detekce
vzorku nanaseciho DNA

)] pufru (ul)
0,5 3 +
0,5 3 ++
0,5 3 +
0,5 3 +
0,5 3 ++
0,5 3 +++
0,5 3 +
0,5 3 +++
0,5 3 +++
0,5 3 +
0,5 3 +
0,5 3 +
0,5 3 +
0,5 3 ++
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Na agarozovem gelu jsou
DNA extrahované z vrtu AS26 1S
pfed  oSetfenim  Fentonovym
¢inidlem z hloubek 1 - 4,75 m a vrt
pfed aplikaci bakteriemi AS7 1S
(Obr.4). DNA z hloubky 1 m, 2,5 —
2,75 m a 3,25 — 3,75 m byla
dostate¢né¢ ~ koncentrovana. U
vrozkd z hloubky 1,25 -15m, 2
m 3 ma 4 - 475 m byla DNA
vzorku malo koncentrovana, ale i
tak se touto extrakci dale
pracovalo. DNA z hloubkového
vrtu AS7_1S z5 m je dostate¢né
koncentrovana (Tabulka 7).

- DNA nebyla detekovana
+ detekovana DNA o
slabé intenzité

++ detekovana DNA o
stfedni intenzité

+++ detekovana DNA o
silné intenzité



Na agarozovem gelu jsou

DNA extrahované z vrtu

AS26 2S po  oSetieni
Fentonovym ¢inidlem z
hloubek 0,5 — 4 m a vrtu
AS26 1S pted oSetfenim
Fentonovym ¢inidlem
z hloubky 5 m (Obr. 5).
DNA z hloubky 0,5 - 4 m

byla dostatecné
Obr. 5. Pudni DNA z vrtu AS26_2S po oSetieni Fentonovym ¢inidlem koncentrovana  (Tabulka
Tab. 8. Detekce piidni DNA 8). DNA z hloubkoveho
Béh Vzorek | Hloubka [ Navazka | Objem | Detekce vrtu AS26_1S z 5 m byla
(m) vzorku | nanaseciho | DNA malo koncentrovana, ale i
fru (ul
05 (()g% = 131’(11 ) it tak se s ni dale pracovalo.
0,75 0,5 3 ++
1 05 3 ++
1,25 0,5 3 ++ i .
15 05 3 - DNA nel?yla detekovana
175 05 3 + + detekovana DNA o
2 0,5 3 +++ slab¢ intenzité
2,25 0.5 3 B ++ detekovana DNA o
2,5 0,5 3 +++ v , - oy
2.75 05 3 — sttedni intenzité
4 0,5 3 ++ +++ detekovana DNA o
S 05 3 + silné intenzit&
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6.5. Precisténi DNA

Extrahované vzorky se piecistovaly dvéma zpisoby. U hloubkovych vzt s bakteriemi
AS7 1S a AS7 2S byla pouzita metoda s Hepes a CaCl,. Tato metoda nebyla vhodna pro vrty
s Fentonovym ¢inidlem AS26 1S a AS26 2S, touto metodou se DNA ztracela, proto byl
pouzit Geneclean Turbo kit.

Na  agarozovem
gelu jsou precisténé DNA
extrahovane z vrtu AS7_1S
pted inokulaci bakteriemi z
hloubek 0 - 3,5 m (Obr. 6).
Precisténa DNA z hloubky
0,25-1mal5-35m
byla dostate¢né
koncentrovana. U vzorku
zhloubky 0,5 m, 1 ma1l,5
m byla DNA malo
koncentrovana, ale i tak se
S ni dale pracovalo
(Tabulka 9). U vzorku z
hloubky 1,25 m se po
precisténi DNA  ztratila.
Precisténi bylo zopakovano

Obr. 6. Precisténé ptdni DNA z vrtu AS7 1S pred inokulaci bakteriemi pomoci Geneclean Turbi
Kit.
Tab. 9. Detekce ptidni DNA
Béh Vzorek Hloubka Objem Objem Detek
(m) extrahovanéh | nanaseciho ce
o vzorku (ul) | pufru (ul) | DNA
0,25 30 3 +++
0,5 30 3 +
0,75 30 3 ++
1 30 3 +
1,25 30 3 -
15 30 3 + - DNA nebyla detekovan
1,75 30 3 ++ .
> 30 3 — + de,te‘kovan‘avDNA 0
2.25 30 3 + slabé intenzit¢
2,5 30 3 ++ ++ detekovana DNA o
2,75 30 3 B stfedni intenzité
3 30 3 ++ .
3.25 30 3 Tt +++ detekovana DNA o
3,5 30 3 ++ silné intenzité
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Obr. 7. Precisténé pidni DNA z vrtu AS7 1S pred inokulaci bakteriemi

Tab. 10. Detekce pudni DNA

Vzorek

Hloubka Objem Objem Detekc
(m) extrahovaného | nanaSeciho | e DNA
vzorku (pl) pufru (ul)
3,75 30 3 ++
4 30 3 +
4,5 30 3 +++
4,75 30 3 +++
5,25 30 3 +
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Na  agarozovém
gelu jsou piecisténé DNA
extrahované z vrtu
AS7 1S pted inokulaci
bakteriemi z hloubek 3,75

525 m (Obr. 7).
Precisténa DNA z
hloubky 3,75 m a 4,5 —
4,75 m byla dostatecné
koncentrovana. U vzorku
z hloubky 4 m a 5,25 m
byla DNA malo
koncentrovana, ale 1 tak
se sni dale pracovalo
(Tabulka 10).

- DNA nebyla detekovana
+ detekovana DNA o
slabé intenzité

++ detekovana DNA o
stfedni intenzité

+++ detekovana DNA o
silné intenzité



Tab. 11. Detekce pudni DNA

. ’ ’
Obr. 8. Precisténé pudni DNA z vrtu AS7_2S po inokulaci bakteriemi

Béh Vzorek | Hloubka Objem Objem Detekce

¢. (m) extrahovaného | nanaSeciho | DNA
vzorku (pl) pufru (ul)

1 AS7s2 1A 0,25 30 3 +++
2 AS7s2 1B 0,5 30 3 -
3 AS7s2 1C 0,75 30 3 +++
4 AS7s2 1D 1 30 3 ++
5 AS7s2 1C 0,75 30 3
6 AST7s2 2A 1,25 30 3 +
7 AS7s2 2B 1,5 30 3 +
8 AS7s2 2C 1,75 30 3 +++
9 AS7s2 2D 2 30 3 +++
10 | AS7s2 3A 2,25 30 3 +++
11 | AS7s2 3B 2,5 30 3 ++
12 | AS7s2 3C 2,75 30 3 +++
13 | AS7s2 3D 3 30 3 +++
14 | AS7s2 4A 3,25 30 3 +++
15 | AS7s2 4B 3,5 30 3 +++
16 | AS7s2 AC 3,75 30 3 +++
17 | AS7s2 4D 4 30 3 ++
18 | AS7s2 5A 4,25 30 3 +++
19 | AS7s2 5B 4,5 30 3 ++
20 | AS7s25C 4,75 30 3 +
21 | AS7s2 5D 5 30 3 ++
22 | AS7s2 6A 5,25 30 3 ++
23 | AS7s2 6B 5,5 30 3 ++
24 | AS7s2 6D 6 30 3 +
25 | AS7s2 6C 5,75 30 3 +++
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Na  agarozovem
gelu jsou piecisténé DNA
extrahované z vrtu
AS7_2S po inokulaci
bakteriemi z hloubek O - 6
m (Obr. 8). Piecisténa
DNA z hloubky 0,25 m,
0,75 -1m,1,75—-4,5m,
5-55ma 575 m byla
dostatecn¢ koncentrovana.
U vzorku z hloubky 1,25
m-15m,475ma6m
byla DNA malo
koncentrovana, ale i tak
se sni dale pracovalo. U
vzorku z hloubky 0,5 m,
0,75 m se po presiéténi
DNA ztratila (Tabulka
11).  Piecisténi  bylo
zopakovano pomoci
Geneclean Turbi kit.

- DNA nebyla detekovana
+ detekovana DNA o
slabé intenzité

++ detekovana DNA o
stfedni intenzité

+++ detekovana DNA o
silné intenzité



oSetfenim Fentonovym cinidlem

Tab. 12. Detekce pudni DNA

Obr. 9. Piecisténé pidni DNA z vrtu AS26 1S pied

Béh Vzorek Hloub- Objem Objem Detekce
¢. ka (m) extrahova- | nanaSeci DNA
ného vzorku | ho pufru
(uD) (uD)
0,25 30 3 +++
2 30 3 ++
2,5 30 3 +
2,75 30 3 ++
3 30 3 +
3,25 30 3 +
3,75 30 3 +
4 30 3 +
4,25 30 3 +
4,5 30 3 +
4,75 30 3 +
5 30 3 +
4,25 30 3 ++
AS7s2 2A 1,25 30 3 +
AST7s2 2B 1,5 30 3 +
0,25 30 3 +++
0,5 30 3 +
0,75 30 3 +
1 30 3 +
1,25 30 3 +
1,5 30 3 ++
1,75 30 3 ++
2 30 3 +
2,25 30 3 +
2,5 30 3 ++
2,75 30 3 ++
3 30 3 ++
3,25 30 3 ++
3,5 30 3 +++
3,75 30 3 +
4 30 3 +
4,25 30 3 +
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Na agarozovém gelu
jsou pomoci Geneclean Turbi
kitu precisténé DNA
extrahovane z wvrtu AS26_1S
pied aplikaci Fentonova cinidla
z hloubek 0 — 5 m, AS26_2S po
aplikaci  Fentonova  Cinidla
z hloubky 0 — 4,25 m, AS7_1S
pred aplikaci bakteriemi
z hloubky 4,25 m a AS7_2S po
aplikaci bakteriemi z hloubek
1,25 - 1,5 m (Obr. 9). Piecisténa
DNA z vrtu AS26 1S z hloubky
025 m 2 ma 275 m byla
dostatetn¢ koncentrovana. U
vrtu AS26_2S z hloubky 0,25
mi15-175maz25-35m
byla dostatecné koncentrovana.
U vrtu AS7_1S z hloubky 4,25
m byla dostate¢né
koncentrovana. U vzork z vrtu
AS26 1S z hloubky 2,5m, 3 -5
m byla DNA malo
koncentrovana, ale 1 tak se s ni
dale pracovalo. U vzorkt z vrtu
AS26 2S zhloubky 0,5 m -
1,25m,2-2,25ma 3,75 4,25
m byla DNA malo
koncentrovana, ale i tak se s ni
dale pracovalo. U vzork z vrtu
AS7 _2S z hloubky 1,25 m - 1,5
m byla DNA malo
koncentrovana, ale 1 tak se s ni
dale pracovalo Tabulka 12).

- DNA nebyla detekovana

+ detekovana DNA o slabé
intenzité

++ detekovana DNA o stiedni
intenzité

+++ detekovana DNA o silné
intenzité



6.7. PCR produkt

Pro PRC produkt byly pouzity dva riizne mixy GoTak a TaKara. Vzorky, které byly na
gelu slabé, se znovu zopakovaly s jinym mnozstvim ptidaného DNA do mixu.

Obr. 10. PCR produkt z ptidni DNA z vrtu AS7 1S pied inokulaci

bakteriemi

Tab. 13. Detekce pudni DNA

Objem Objem Detekce
DNA do | nanaseciho PCR
smé&si (ul) | pufru (ul) | produktu
4 3 ++
4 3 +
4 3 +
3 3 +++
0,25 3 +++
0,25 3 +++
0,5 3 -
0,5 3 +++
0,5 3 +++
1,5 3 +++
0,5 3 -
1,5 3 +++
0,5 3 -
0,5 3 -
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Na  agarozovem

gelu jsou PCR produkty
Z vrtu AS7 1S pred
inokulaci bakteriemi (Obr.

10) z hloubek 1 — 4,75 m. Na
tyto PCR produkty byl
pouzit mix GoTak. PCR
produkt z hloubky 1,25 m, 4
m, 1,75-2m, 4,5 - 4,75 m,
2,25 m a 3 m byl dostate¢né
koncentrovany. U vzorku
z hloubky 1,5 m, 1 m, 3,75
m, 2,25 ma 1,75 — 2 m byl
PCR produkt malo
koncentrovany (Tabulka 13).
U malo koncentrovanych
vzorkli se PCR zopakoval
s pfidanim jiného mnozstvi
DNA do smési

- PCR produkt nebyl
detekovan

+ detekovan PCR produkt
o slab¢ intenzité

++ detekovan PCR
produkt o stfedni intenzité
+++ detekovan PCR
produkt o silné intenzité



Obr. 11. PCR produkt z ptidni DNA z vrtu AS7_1S pied inokulaci

bakteriemi

Tab. 14. Detekce pudni DNA

Béh Vzorek

Hloubka
(m)

Objem
DNA do
smési (ul)

Objem
nanaseciho
pufru (ul)

Detekce
PCR
produktu

0,25

0,5

3

++

1

2

++

0,5

P~
wv

++

1,5

1,25

4

4,25

5,25

0,75

+++

1,75

2,25

2,5

++

2,75

++

+++

3,25

++

3,5

++

3,75

4,5

4,75

RIRRRR|RR[R[(R|R[R[R|N|N[NN]N

WWWWwWwWwwwwfwwlwwlwwwj wlw|w
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Na  agarozovem
gelu jsou PCR produkty
zvrtu AS7 1S pted
inokulaci  bakteriemi z
hloubek 0 — 5,25 m (Obr.
11). Na tyto PCR
produkty byl pouzit mix
GoTak. PCR produkt z
hloubky 0,25 m, 1 m, 0,5
m, 525m,0,75ma25-
3,5 m byl dostatecné
koncentrovany. U vzorku
z hloubky 1,5 m, 1,25 m,
4-425m,1,75-2,25m,
3,75mad45-475m byl
PCR  produkt malo
koncentrovany. U malo
koncentrovanych vzorki
se PCR zopakoval
S pfidanim jiného
mnozstvi DNA do smési
(Tabulka 14).

- PCR produkt nebyl
detekovan

+ detekovan PCR produkt
o slab¢ intenzité

++ detekovan PCR
produkt o stfedni intenzité
+++ detekovan PCR
produkt o silné intenzité



Na agarozovem
gelu jsou PCR produkty
z vrtu AS7_2S po inokulaci
bakteriemi z hloubek 0 — 6
m (Obr. 12). Na tyto PCR
produkty byl pouzit mix
TaKara. PCR produkty na
tomto gelu jsou dostate¢né
koncentrované  (Tabulka
- 15).

LR

500'.------

Obr. 12. PCR produkt z ptidni DNA z vrtu AS7_2S po inokulaci
bakteriemi

Tab. 15. Detekce pudni DNA

Béh Vzorek | Hloubka Objem Objem Detekce

c. (m) DNA do nanaseciho PCR

smési (pl) pufru (ul) produktu

1 AS7s2 1A 0,25 2 3 +++

2 AS7s2 1C 0,75 2 3 +++

3 AS7s2 1D 1 2 3 +++

4 AS7s2 2C 1,75 2 3 +++

5 AS7s2 2D 2 2 3 +++

6 AS7s2 3A 2,25 2 3 +++

7 AS7s2 3B 2,5 2 3 +++

8 AS7s2 3D 3 2 3 +++

9 AS7s2 4A 3,25 2 3 +++

10 AS7s2 4B 3,5 2 3 +++

11 AS7s2 4C 3,75 2 3 +++ -PCR prOdUkt nebyl

12 AS7s2 4D 4 2 3 +++ B

13 | AS7s25A | 4,25 2 3 A detekovan

14 | AS7s2 5B 4,5 2 3 ++ + detekovan PCR produkt
15 | AS7s25C | 4,75 2 3 +H o slabé intenzite

16 | AS7s25D 5 2 3 ++ ++ detekovan PCR

17 | AS7s26A | 5,25 2 3 +H o .
18 | AS752 6B 55 > 3 Tt produkt o stfedni intenzité
19 | AS7s26C | 5,75 2 3 ++ +++ detekovan PCR

20 | AS7s2 6D 6 2 3 +H+ produkt o silné intenzité
21 AS7s2 3C 2,75 2 3 +++
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Tab. 16. Detekce pudni DNA

Obr. 13. PCR produkt z ptidni DNA

Na agarozovem gelu jsou
PCR produkty zwvrtu AS26 1S
pied aplikaci Fentonova ¢inidla
z hloubek 0,5 — 2,5 m, AS7_1S
pted aplikaci bakteriemi z hloubeky
425 m a AS7_2S po aplikaci
bakteriemi z hloubky 1,25 m (Obr.
13). Na tyto PCR produkty byl
pouzit mix TaKara. PCR produkt
AS26_1S z hloubky 0,75 - 1 m,
1,75 m, 225 m a 3,5 m byl
dostateéné koncentrovany. U vrtu
AS26 1S 1z hloubky 0,5 m, 2 m,
1,5 m, byl PCR produkt malo
koncentrovany. U vrtu AS7 1S
z hloubky 4,2 m byl PCR produkt
malo koncentrovany. U vrtu
AS7_2S zhloubky 1,25 m byl
PCR produkt malo koncentrovany
(Tabulka 16). U malo
koncentrovanych vzorki se PCR
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zopakoval  spfidanim  jiného
mnozstvi DNA do smési.
o |t | e | -PCR procukt ety
smési (ul) | pufru(u) | produktu detekovan
0,5 2 3 - + detekovan PCR produkt
0,75 2 3 e o slabé intenzité
; ; : +++ ++ detekovan PCR produkt
15 2 3 + o stfedni intenzité
1,75 2 3 ++ +++ detekovan PCR
2,25 2 3 tt produkt o silné intenzitd
3,5 2 3 ++
4,25 2 3
1,25 2 3



Obr. 14. PCR produkty z ptidni DNA

Na agarozovem gelu jsou PCR produkty z vrtu AS26 1S pied aplikaci Fentonova
¢inidla z hloubek 0 — 3,25 m, AS26 2S po aplikaci Fentonova ¢inidla z hloubky 0 — 3,5 m a
AS7 1S pied inokulaci bakteriemi z hloubky 4,25 m (Obr. 14). Na tyto PCR produkty byl
pouzit mix TaKara. PCR produkt AS26 1S z hloubky 2,5 m, 3 m byl dostatecné
koncentrovany. PCR produkt AS26 2S z hloubky 0,25 m, 3,5 ma 1 — 1,5 m byl dostatecné
koncentrovany. U vrtu AS26 1S z hloubky 0,25 m, 2 m, 2,75 m a 3,25 m byl PCR produkt
malo koncentrovany. U vrtu AS26 2S z hloubky 0,5 — 0,75 m a 1,75 m byl PCR produkt
malo koncentrovany. U vrtu AS7 S z hloubky 4,25 m byl PCR produkt malo koncentrovany
(Tabulka 17). U malo koncentrovanych vzorka se PCR zopakoval s ptidanim jiného mnozstvi
DNA do smési.

Tab. 17. Detekce pudni DNA

Béh Vzorek Hloubka Objem Objem Detekce
c. (m) DNA do nanaseciho PCR
smési (ul) pufru (ul) | produktu
0,25 1 3 -
0,25 1 3 ML - PCR produkt nebyl detekovan
3,5 1 3 +++
2 7 3 + detekovan PCR produkt o slabé
2,5 2 3 ++ intenzité
2,75 2 3 ++ detekovan PCR produkt o
3 2 3 T stfedni intenzité
3,25 2 3 + .
4,25 > 3 +++ detekovan PCR produkt o
0,5 2 3 - silné intenzité
0,75 2 3 +
1 2 3 ++
1,25 2 3 ++
1,5 2 3 ++
1,75 2 3 +
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Obr. 15. PCR produkt z ptidni DNA

Na agarozovem gelu jsou PCR produkty z vrtu AS26 1S pied aplikaci Fentonova
¢inidla z hloubek 2 — 5 m, AS26 2S po aplikaci Fentonova ¢inidla z hloubky 0,5 — 4,25 m a
AS7 1S pied inokulaci bakteriemi z hloubky 4,25 m (Obr. 15). Na tyto PCR produkty byl
pouzit mix TaKara. PCR produkt AS26 1S z hloubky 2 m, 4,75 -5 m, 425 m a5 m byl
dostate¢né koncentrovany. PCR produkt AS26 2S z hloubky 0,75 m, 2,25 — 2,75 m, 3,25 m,
3,75 — 4,25 m byl dostatecné koncentrovany. PCR produkt AS7_S z hloubky 4,25 m byl
dostate¢n¢ koncentrovany. U vrtu AS26_2S z hloubky 0,5 m a 3 m byl PCR produkt malo
koncentrovany (Tabulka 18). U malo koncentrovanych vzorkti se PCR zopakoval s pfidanim
jiného mnozstvi DNA do smési.

Tab. 18. Detekce pudni DNA

Béh Vzorek

Hloubka
(m)

Objem
DNA do
smési (ul)

Objem
nanaseciho
pufru (ul)

Detekce
PCR

0,5

3

3

produktu

0,75

+++

2,25

+++

2,5

+++

2,75

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

WWwwwwiwwww wlw wiwiw

WWwWwwwwwwww wlw wiwiw

+++
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++ detekovan PCR produkt o
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6.8. Sekvenace DNA

6.8.1. Phyla (kmeny)
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Graf. 16. Taxonomické zatazeni do tfid v hloubkovém vrtu po oSetieni bakteriemi AS7_1S.
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Graf 17. Taxonomické zafazeni do tfid v hloubkovém vrtu pied oSeteni bakteriemi AS7_2S.
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Graf 18. Taxonomické zafazeni do t¢idy v hloubkovém vrtu pted aplikaci Fentonova ¢inidla AS26 1S.
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Graf 19. Taxonomické zatazeni do téid v hloubkovém vrtu po osetieni Fentonovym ¢inidlem AS26 2S
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6.8.2. Chloroflexi
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6.8.3. Acidobacteriota
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6.8.4. Planctomycetota
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7. Diskuze

Na monitorované lokalité byly povedeny dva hloubkové vrty, které se 1isi pouzitymi
remedia¢nimi metodami. Tyto vrty se nachazeji ve svazitém terénu, které maji rozdilnou
hladinu spodni vody, na které se koncentruji kontaminujici latky. Vrty jsou hodnocené pted a
po aplikaci dvou remedia¢nich metod. AS26 sl oznacuje vrt, kde se aplikovalo Fentonovo
¢inidlo vroce 2013 a AS26 s2 oznaCuje vrt, kde se Fentonovo ¢inidlo aplikovalo v roce
2019. Tento vrt se nachazi pod svahem a hladina podzemni vody se nachazi v 7 m. AS7
oznacuje vrt, ve kterém dfive aplikovala remedia¢ni metoda pomoci Fentonova ¢inidla a poté
se zacaly aplikovat bakterie, které maji uz danou lokalitu do¢istovat. Vzhledem k zadrzovani
kontaminace na hladiné¢ podzemni vody a k navaznosti i na saturovanou tak nesaturovanou
z6nu, je zapotiebi remediacni postupy kombinovat (Camenzuli a Friedman, 2015). Tento vrt
se nachdzi na svahu, kde se hladina vody nachazi v 8 m. AS7 sl se oznacuje vrt, ve kterém se
aplikovali bakterie v roce 2013 a AS7 s2 oznacuje vrt, kde se aplikovala bakterialni inokula
v roce 2019. Podle ustniho sdéleni nrtm. Plaché se mési¢ni uhrny srazek pohybovaly v roce
2019 vrozmezi od 19,2 mm v prosinci do 67,2 mm v srpnu. Je tedy ziejmé, Ze hladina
podzemni vody se miize béhem sezény ménit. Postaveni vrtli ve svahu a hladina podzemni
vody ovliviiuje bakterialni a enzymovou aktivitu (Bardelli T., 2009).

Na zkoumané plose klesala hladina spodnich vod a doslo k vyplaveni vodnich kapes
s kontaminaci, coz mélo vliv na koncentrace aromatickych uhlovodikii Cip - C4o V riznych
pudnich vrstvach. Nejvyssi troven kontaminace se namétila u vrtu AS26 sl pred oSetienim
Fentonovym c¢inidlem v hloubce 4,25 m. Fentonovo ¢inidlo jen mirn¢ zasahuje do
chemického slozeni pidy, zatimco u vrtu AS7 je kontaminace niz$i diky prvotnimu
predcisténi Fentonovym ¢inidlem. Vliv Fentonova ¢inidla byl patrné omezen, protoze v obou
vrtech bylo pudni pH pfevazné neutralni, a to omezuje jeho ucinnost, protoze se aplikace
idealn¢ provadi pii kyselé pidni reakci pH 4 — 6. Chemicka oxidace pomoci Fentonova
Cinidla zpisobuje destrukci kontaminujicich latek rozpuSténych v podzemni vodé a
nasorbovanych v horninovém prosttedi tak, aby byly lépe pfistupné pro nasledujici biologickeé
docisténi. Po aplikaci ¢inidla se namétily vyssi hodnoty dusiku a uhliku nez pied aplikaci,
pravé diky zminované chemické oxidaci (Camenzuli a Friedman, 2015).

Vétsina bakterii a hub preferuje spiSe neutralni pH pudy. Dibble a Bartha (1979) uvadéji
jako optimalni pH hodnotu 7,8 pro mikroorganismy, které degraduji ropné produkty
V usazenindch. V nasem piipad€ se naméfené hodnoty pH pohybovaly v rozmezi 7,4 — 7,8,
coz splnuje optimalni hodnoty pro biodegradaci. Naméfend kationtovd vyména kapacita se
mezi vrty vyrazné li§i. Vys$§i hodnoty jsou u vrtu AS7, kde mohou byt zptisobené piedchozi
chemickou oxidaci. Jsou vyhodné pro fizenou biodegradaci. Biodegradace je ovlivnéna fadou
dalSich faktoru napiiklad teplotou, zasobenosti kyslikem, obsahem Zzivin, schopnosti pteziti
degradujicich mikroorganismi a dostupnosti kontaminantt jako potravy pro tyto organismy.
Je tedy nutné vytvofit a udrZovat na lokalité¢ optimalni podminky, tj. dostatek kysliku a Zivin
pro zdarny pribéh biodegradace (Koshlaf a Ball, 2017).

Ve svrchni vrstvé pudy jednotlivych vrti jsou aromatické uhlovodiky Cig - Cao Casto
vazané jemnym kofenovym systémem rostlin. (Aber a Mellilo 2001). Pro tspésnou
biodegradaci je nutna ptitomnost dostate¢ného mnoZstvi dusiku, protoZe dochazi k nartistu
poctu mikroorganismui, které ho potiebuji pro svij rust (Moller a kol. 1996). V nasich
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podminkach hodnoty dusiku klesly po aplikaci bakterii AS7_s2, coz ukazuje, Ze aplikace byla
uspésna, protoze inokulované bakterie zacaly spotiebovavat dusik.

Extrace pidni DNA byla provedena nékolika postupy, protoze u vrtu AS26 se
opakované nepodafilo ziskat dostate¢né mnozstvi ¢isté DNA. U vrtu AS7 s bateriemi byla
uspésné pouzita fenol-chlorova extrakce, ale pro kontaminované vzorky z vrtu AS26 oSetiené
Fentonovym c¢inidlem se ukézalo, ze v tomto piipad¢ neni vhodné pouzivat metody zalozené
na fenol-chloroformovych metodach. Fentonovo C¢inidlo se pouzivda na Sirokou skalu
polutantli, napf. chlorovand rozpoustédla, ropné uhlovodiky, BTEX, MTBE, fenoly,
chlorofenolt, nitrofenold, PAU (PAH), PCB, chlorbenzeny, organické pesticidy, muni¢ni
latky. (Huling a Pivetz 2006) To je zpasobeno tim, ze je fenol hydroxylovany na hydrochinon
a nasledn¢ oxidovany na chinon a alifatické kyseliny, které jsou relativné stabilni vici
pusobeni hydroxylovych radikalt (Yavuz et al. 2007). Pro extrakci padni DNA z vrtu AS26
byla proto pouzita inovovana metoda, ve které se pridava srazedlo GenEluteLPA (Brennerova
et al. 2009, Selenska et al. 1991, Selenska-Pobell et al. 2001).

Zastoupeni jednotlivych taxonomickych skupin bakterii a enzymatickd aktivita
vykazuje ve sledovanych ptudach prostorovou variabilitu. Enzymaticka aktivita naznacuje, Ze
¢innost mikroorganismi klesa spolu s hloubkou vrt (Enowashu et al. 2009, Fierer et al.
2003). Mezi horizonty AS26_a AS7 byl zaznamenan vyrazny pokles bakterialni diverzity.
Naméiena aktivita enzymu B-galaktosidazy ale vzrostla ve vrtu AS7 v hloubce 4,25 m, a
Vv této hloubce zaroven vzrostl i obsah C. V cyklu C je B-galaktosidaza velmi dulezita, protoze
je jednim ze zakladnich enzymd, které stépi glykosidické vazby uhlovodika. Produkty vzniklé
hydrolyzou jsou potom dilezitym zdrojem energie a uhliku pro pudni mikroorganismy (Silva
Gouveia, 2008), takze se zda, ze v této vrstvé probihal rozklad kontaminovanych latek
nejaktivnéji. Rozkladné procesy také zvySuji spotiebu, protoze N jeho dostupnost totiz
ovliviiuje rust a enzymatickou aktivitu a tim soucasné ovliviiuje i rychlost biodegradace
ropnych uhlovodiki (Lee and Levy 1989).

Pidni mikrobiom se po aplikaci remediacnich metod u vrtd 1is§i pfevazné
V procentudlnim zastoupeni. U vrtu AS26 prevazovaly kmeny Proteobacteria a Chloroflexi
pied 1 po aplikaci Cinidla. Vyrazné zmény naslaly v 0,25 — 2,75 m vrtu po aplikaci ¢inidla
AS26_s2, kde se a zvysil pocet kmenu Chloroflexi a minimalizovalo se zastoupeni kmenu
Actinobacteriota. Ve 3 m vrtu doslo k velkému nartistu Proteobactirii a kmen Chloroflexi
tém&z vymyzel. Poté nastal bytek kmenu Proteobacter, Chloroflexi ve spodnich vrstvach
vrtu a zacal pfevazovat kmen Actinobacteriota. Zmény procentudlniho zastoupeni kment jsou
ovlivnéné remedia¢nimi techlologiemi. Na domaci mikrobidlni zormanitost ma Fentonovo
¢inidlo mirny dopad, snizilo se procentualni zastoupeni (Liao et al. 2019). U vrtu AS7 se
procentualni zastoupeni pfed a po aplikaci bakterii vyrazné li§i. Pfed aplikaci procentualné
pfevazuji kmeny Proteobacteria a Actinobacteriota. Po aplikaci jsou bakterie ve vrtu AS7 s2
od 1,75 — 6 m pfevazné vyrovnané procentualnim zastoupenim v kazdém kmenu. Ve vrchni
¢asti vrtu u 0,5m a 1,5 m pfevazuje kmen bakterii Proteobacteriota. Lze shrnout, Ze spodni
¢ast vrtu je ovlivnéna aplikaci bioremediacni metody a zastoupeni kmenl ve vrchni ¢asti
pravdépodobné ovlivnil kofenovy systém rostlin (Fierer et al. 2003).
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Zvolené remediacni opatieni ISCO — in situ chemickd oxidace s Fentonovym
Cinidlem a bioremediace ovlivitluje padni mikrobiom a aktivitu pudnich
mikroorganizmii. Pidni vzorky, které byly hodnoceny pted aplikaci a po aplikaci
remedia¢nich metod tyto zmény prokazuji.

Remedia¢ni metody jen mirné zasahuji do chemického slozeni pudy. Po aplikaci
¢inidla se namétily vétsi hodnoty dusiku a uhliku nez pted aplikaci diky chemické
oxidaci, ktera vznika pomoci Fentonova ¢inidla

Remediacni opatieni ISCO — in situ chemicka oxidace s Fentonovym ¢inidlem
bylo patrné omezeno ve vrtech AS26 sl a AS26 s2, protoze pH bylo namétfené
prevazné neutralni, idealni aplikace tohoto Cinidla se provadi pti kyselém pH.

Byly naméfeny optimalni pH hodnoty pro biodegradaci mikroorganismy,

optimalni pH se uvadi prevazné zasadité.

Ukazalo, ze Fentonovo Cinidlo neni vhodné pouzivat pro metody zalozené na
fenol-chloroformovych metodach. Fentonovo ¢inidlo zpisobi, Ze je fenol
hydroxylovany na hydrochinon a nasledné oxidovany.

Pidni mikrobiom se po aplikaci remedia¢nich metod u vrth 1i§i prevazné
V procentudlnim zastoupeni jednotlivych taxonomickych skupin.

Mikrobidlni zestoupeni a enzymatickd aktivita vykazuje v ptidach prostorovou
variabilitu.

Byla potvrzena hypotéza, Ze remediacni opatfeni ovlivni pocetnost a strukturu
pudniho mikrobiomu.
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Seznam pouzitych zkratek a symbol(
RL - vodropna latka
NEL - nepolarni extrahovana lateka
ALPH - aredl leteckych pohonych hmot
LPH - letecké pohoné hmoty
PAL - povrchove aktivni latky
TOL - té€kava organicka lateka
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Obr. 1. Zajmova lokalita
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Obr. 5. Vykopané nadrze s leteckym palivem Obr. 6. Vybagrovana kontaminovana ptida
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Obr. 15. Vrtna souprava po aplikaci remedia¢nich metod Obr. 16. Hloubkovy vrt AS7 s2
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Obr. 18. Homogenizér pro stanoveni enzymové aktivity Obr. 19. Aplikacni desticky pro stanoveni enzymové
aktivity
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Obr. 22. PCR produkr z padni DNA Obr. 23. SraZena bilkovina pomoci GenEluteLPA
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