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Cilem pfedkladané diplomové prace je detailni studium vlivu rozdilnych sanaénich
zasaht na autochtonni mikrofléru pfitomnou na lokalitach kontaminovanych chlorovanymi
eteny (CIE). Monitorovany a nasledné diskutovany jsou nejen vlivy vlastnich sanacnich
zasahu a jejich ucinnost dekontaminace piitomnych organickych polutantd, ale zejména jejich
vliv na autochtonni mikrofloru.

Vysledky této diplomové prace popisuji vliv sana¢niho zasahu na lokalité, ktery byl
studovan s primarnim vyuzitim pokrocilych molekularné genetickych metod, chemické
analyzy a fyzikalné-chemickych parametrt. Mezi vyuzité molekularné genetické metody patii
polymerazova fetézova reakce (real-time PCR nebo qPCR) a pokrocilé sekvenacni metody,
konkrétné sekvenovani nové generace (NGS). Kromé mikrobialniho slozeni byla s cilem
zisku kompletnich informaci o dané lokalit¢ v pravidelnych intervalech analyzovana
podzemni voda. DNA byla izolovana z biomasy koncentrované pomoci filtrace. Vliv aplikaci
substratu nebo nanozeleza (nZVI) na autochtonni mikrofl6ru byl hodnocen pomoci qPCR
analyzy specifické biomasy s biodegradabilnim potencialem chlorovanych sloucenin, pomoci
pokrocilych sekvenacnich metod i pomoci fyzikalné-chemickych dat.

Vystupem diplomové prace je zhodnoceni vlivu aplikace substratu nebo nZVI
na pfitomnou mikrofléru lokality, kdy molekularné genetické vysledky jsou kombinovany
s fyzikalné-chemickymi parametry pro doplnéni komplexniho pfehledu o daném zasahu.
Praktickym dopadem je zhodnoceni biodegradabilntho potencialu lokality a predikce vlivu

sanac¢niho zasahu.

Klic¢ova slova:

autochtonni mikrofléra, CIE, DNA, chlorované eteny, kontaminovana lokalita,
molekularni genetika, monitoring, nZVI, podzemni voda, substrat, real-time kvantitativn

PCR



The diploma thesis is focused on a detailed study of effect of different remediation
processes on autochthonous microflora which is present on a locality contaminated
by chlorinated ethenes (CIE). The removal efficiency of organic pollutants as well as impact
on autochthonous microflora caused by individual remediation processes are monitored and
discussed.

Results of this theses describe effect of remediation intervention on a locality, which
was primarily studied using advanced molecular genetics methods, chemical analysis and
physico-chemical parameters. As molecular genetic methods, the Polymerase Chain Reaction
(real-time PCR or qPCR) and advanced sequencing method Next-Generation Sequencing
(NGS), were used. The effect of substrate or nanoiron (nZVI) application on autochthonous
microflora was evaluated by qPCR analysis of specific biomass with the CIE biodegradation
potential. Besides microbial composition, the chemical composition of groundwater was also
analysed to obtain complete information on locality. The DNA was extracted from biomass
which was concentrated by filtration of the groundwater.

The main outcome of this diploma thesis is a complex evaluation of substrate or nZVI
application effect on a microflora which is present on a locality. The molecular genetics
analyses are combined with advanced analytical methods for complete overview about the
remediation process. The practical repercussion is an evaluation of biodegradation potential

on a locality and the remediation intervention effect prediction.

Keywords:

autochthonous microflora, CIE, DNA, chlorinated ethenes, contaminated site,

molecular genetics, monitoring, nZVI, groundwater, real-time quantitative PCR, substrate
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bveA

CIE
CMC

DC

DCE
DHC-RT

DNA
dANTP
Dre

Dsb

dsDNA

GC
emPCR
MNA
MS
MS]
mRNA
mZVI
NGS
nZVI
ORP
OTU
PAU
PCE
PCR
PHB

adenin

baze (basis points)

oznaceni primeru detekujiciho gen vinylchlorid reduktazy

cytosin

chlorované eteny

karboxymetylcelul6za

stejnosmérny elektricky proud (direct current)

1,1-dichloreten, trans-1,2-dichloreten nebo cis-1,2-dichloreten
oznaceni primeru detekujictho 16S tDNA gen bakterialntho rodu
Dehalococcoides mecartyi

deoxyribonukleova kyselina (deoscyribonucieic acid)
2’-deoxyribonukleosid-5-trifosfat (2*-deoxcyribonucleoside-5-triphosphate)
oznaceni primeru detekujictho 16S rDNA gen bakterialntho rodu Debalobacter
3p.

oznaceni primeru detekujictho 16S rDNA gen bakterialntho rodu
Desulfitobacteirum sp.

dvouvlaknova DNA (double-stranded DN.A)

guanin

plynovy chromatograf (gas chromatography)

emulzni PCR

monitorovana pfirozena atenuace (monitored natural attennation)
hmotnostni spektrometr (#zass spectrometry)

detergent anionicky tenzid

informacni (mediatorova, messenger) RNA

mikrozelezo (microscale gerovalent iron)

sekvenacni metody nové generace (INext-generation sequencing)
nanozelezo (nanoscale zerovalent iron)

oxida¢né redukéni potencial (oxidation reduction potential)

provozni taxonomicka jednotka (operational taxonomic unit)
polycyklické aromatické uhlovodiky

tetrachloreten (perchloreten)

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

polyhydroxybutyrat
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U16SRT
USA
VC

verA

kvantitativni polymerazova fetézova reakce v realném case (quantitative
real-time polymerase chain reaction)

purinové baze (A, G)

ribozomalnif DNA

ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

baze se 3 vodikovymi vazbami (G, C)

jednovlaknova DNA (single-stranded DINA)

thymin

trichloreten

oznaceni primeru detekujictho bakterialni 16S rDNA gen
Spojené staty americké (United States of America)
vinylchlorid

oznaceni primeru detekujictho gen vinylchlorid reduktazy

pyrimidinové baze (C, T)
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Znecisténi pady a vody, véetné té podzemni, je zavazny environmentalni a spolec¢ensky
problém. Uroven zne¢isténi se v minuljch letech fesila jen v omezeném méfitku, a tak se
do okoli nejen prumyslovych center dostalo zna¢né mnozstvi, mnohdy nebezpecnych,
polutantt. Jejich akumulace v ¢ase rostla a ovlivnila chemické i biologické poméry pfirodniho
prostfedi, a to az na uroven zdravi ¢lovéka.

V soucasné dob¢ existuje jiz cela fada opatieni, jak zamezit $ifen{ znecisteni v prostiedi
¢i jak tuto kontaminaci efektivné snizovat. Existuje Siroké spektrum metod pouzivanych

pro biodegradaci pfitomnych polutantd. Nejcastéji se jedna o vyuziti pfirozeného
spolecenstvi mikroorganismi a jejich stimulaci pro biodegradaci kontaminantt. Biologické
metody jsou navic v porovnani s chemickymi metodami mnohem Setrnéjsi k zivotnimu
prostfedi.

Samotné bioremediac¢ni techniky maji velky potencial na lokalitach, kde je pfiznivé jak
bakterialni oziveni, tak i geologické poméry. Je dulezité sledovat tyto aspekty spole¢né
s chemickym slozenim a fyzikdlnimi parametry pro kompletni analyzu planovaného
sanacnfho zasahu a jeho efektivitu. Ten zahrnuje aplikaci raznych cinidel, nejlépe bio cinidel,
za ucelem remediace lokality. Zaroven je zadouci, aby vsechny planované aplikacni techniky
byly pfedem otestovany a aby probéhl vybér nejefektivnéjsiho cinidla dle potfeb lokality
s ohledem na jejich mozné vedlejsi acinky.

Pro efektivni bioremediaci lokality je esencialni znalost metabolismu specifickych
bakterif nebo vybranych enzymu, dale dusledné dodrzovani techniky odbéru vzorkda, jejich
skladovan{ a zpracovan{ pfedevsim v ramci biologickych analyz.

Pro ucely diplomové prace byly vybrany dveé ruzné lokality s velmi obdobnou
kontaminaci jednim z nejbéznéjsich kontaminantta svéta, chlorovanymi eteny (CIE). V kazdé
z lokalit byl planovan jiny sanacni zasah, a to aplikace substratu nebo nanozeleza (nZVI)
z divodu rozdilného prostiedi. S ohledem na odlisné biologické, chemické i geologické

aspekty nenf mozné lokality mezi sebou porovnavat.
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Predkladana diplomova prace ma za tkol fesit problematiku sanacnich technologii

na kontaminované lokalité¢ a moznosti rozkladu pfitomnych polutanti za soucasného vyuziti

bioremediacnich metod. Parcialni cile diplomové prace jsou:

navrhnout plan dlouhodobého monitoringu na realnych lokalitach,

realizovat aplikace substratu pro stimulaci pfirozenych bioremediacnich procest
nebo nanozeleza na vybrané kontaminované lokalité,

pravidelné odebirat vzorky dle pfedem sestaveného harmonogramu,

stanovit vliv jednotlivych sanacnich zasahti na autochtonni mikrofléru pomoci
molekularné genetickych analyz,

komplexné zhodnotit dosazené vysledky fyzikalné-chemickych analyz spole¢né

s vysledky zacilenymi na zmény autochtonni mikroflory.
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2.1 Formy zneciSténi Zivotniho prostiedi

Kvalita Zivotniho prostiedi je dalezity aspekt vieho Zivého. Unik kontaminantt
do zivotniho prostfedi zapfic¢inuje jeho znecisténi a posléze i ovlivnéni Zivota organismit
v ném se vyskytujicich, véetné zdravi ¢lovéka a jeho kvality zivota.

Velky spolecensky a environmentalni problém predstavuji, krome celé fady dalsich
slozek, znedisténé pudy a podzemni vody. Puda souvisi se zemédélskymi aktivitami,
podzemni voda muze ovlivnit povrchové toky a dokonce byt zdrojem pitné vody. Oba
zminované fakty maji tedy pfimy vliv na zdravi ¢lovéka. Pramyslové 1 zemédélské aktivity,
zejména vsak nadmérna aplikace nejriznéjsich chemickych piipravka, v minulosti ovlivnily
kvalitu podzemni vody na mnoha uzemich, véetné téch osidlenych (Cheremisinoff 2017;
Alberts 2008).

Mezi nejrozsifenéjsi polutanty na svété patif ropa a benzin (BTEX), chlorované
slouceniny, hexachlorocyklohexany (HCH) a dalsi organické slouceniny. Znecisténi je tedy
zpusobeno raznymi zdroji kontaminace. Pramyslovy rozvoj a urbanizace doprovazené
spotfebou ropy zpusobily uniky ropného oleje, které vedly k zavazné kontaminaci Gzemi
smesi nejruznéjsich uhlovodika, vcetné alkant a aromatickych sloucenin. Oproti tomu
hexachlorocyklohexany se difve bézné uzivaly jako pesticidy na zemédélsky dulezitych
plodinach a v lesnictvi. Pramysl zptsobil kontaminaci jednim z nejstabilnéjsich polutanta, a
to chlorovanymi eteny (CIE). Jejich stabilita je dana silnou kovalentni vazbou mezi uhlikem
a chlérem. Pfirozena biodegradace CIE byva na kontaminovanych lokalitaich bézné
popisovana. Problémem pfirozené biodegradace muze byt nahromadéni vinyl-chloridu (VC),
ktery je nejhufe rozlozitelnym meziproduktem. Vyznamnou komplikaci je jeho vysoka
toxicita, ktera pfesahuje 1 toxicitu vSech ostatnich produktt rozpadové fady (Alberts 2008;

Cheremisinoff 2017; Pollard et al. 2008).

2.2 Bakterie ve vztahu k Zivotnimu prostfedi

Bakterie jsou jednobunécné prokaryontni mikroorganismy, které se vyskytuji téméf
ve vSech pfirodnich prostfedich, a to vcéetné oblasti s méné¢ pifthodnymi podminkami
pro zivot.

Bakterie se reprodukuji pomoci bunééného déleni, tedy procesem, kdy se matefska
bunka rozdéli na dveé dcefiné prostfednictvim replikace DNA a nasledné separace bunky

s kompletnim genomem. Tato reprodukce je asexualni, protoze nedochazi k vymeéne
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genetické informace, jen kjeji kopii. Oproti tomu bé¢hem sexudlni reprodukce dochazi
k pfeskupeni geni pro vzrist genetické diverzity. Genetickd variabilita je zvySovana
horizontalnim transferem extrachromosomové DNA. Transfer gent mezi bakteriemi muze
pfi sexualni reprodukci probihat prostfednictvim absorpce nechranéné DNA, jejim
pfesunem ve virovych partikulich nebo transferem mezi bunkami. Tato reprodukce je
zaroven nachylnéjsi na vznik mutaci béhem pfenosu DNA, a to velmi efektivné (Alberts
2008; Pollard et al. 2008; Clark a Pazdernik 2013).

Prirozenou moznosti odstranéni kontaminantt z lokality je vyuziti mikrobialnich
procestu. Pomoci znalosti metabolickych procestu pfitomné mikrofléry a bioremedia¢niho
potencialu Ize sanacni zasah efektivné navrhnout. Nutnosti je paralelni monitoring s vyuzitim
molekularné genetické a chemické analyzy.

Biologickou degradaci kontaminantd pomoci bakterii lze provadét tfemi raznymi
pfistupy. Prvnim je monitorovana pfirozena atenuace (MNA = monitored natural
attenuation). Ta pfedstavuje pouhy monitoring pfirozenych biotickych a abiotickych
degradacnich procest vedoucich ke sniZzeni kontaminace, bez dalstho (externiho) sana¢niho
zasahu.  Stanoveni  potencillu ~ MNA  je  provadéno  pomoci  detekce
chemickych/geochemickych parametrt: Fe*, nitraty, sulfaty, metan, eten, oxidaé¢né redukéni
potencial (ORP), hodnota pH, teplota, salinita, rozpustény kyslik; spolecné s mikrobialnimi
parametry.

Tam, kde MNA neni dostacujici metodou pro sanaci lokality, je volbou podpofena
pfirozena atenuace neboli biostimulace. Biostimulace zahrnuje, kromé MNA, principy
podpory pfirozeného mikrobialniho spolecenstva pomoci dodani zdroja uhliku nebo jinych
elektronovych donort, napf. ve formé substratu.

Tietim pfistupem je bioaugmentace, tedy aplikace nejen zivin pro podporu
autochtonni mikroflory, ale také aplikace specifické mikroflory. Bioaugmentace je tedy umélé
vneseni pfedem vykultivovanych specifickych bakterii o znamé, obvykle vysoké,
biodegradacni aktivité. Také v pfipadé bioaugmentace je dulezitd pfitomnost vhodnych
elektronovych donora pro efektivni biodegradaci piitomnych polutanta (Cheremisinoff
2017; Dolinova et al. 2017; Nechanicka et al. 2018).

Shrnuti vSech tii pfistupt je zobrazeno na nasledujicim obrazku ¢. 1 (Dolinova et al.

2017).
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a nutrienty hliku a nutrientt a nutrienty

Obrazek 1 - Bioremedia¢ni strategie lokalit o riznych parametrech

2.3 Sanacni technologie

Sanac¢ni technologie zahrnuji razné metody odstranéni znecisténi z podzemni vody,
prasakovych vod ¢i zemin. Existuji dva zakladni pfistupy cisténi: zz situ a ex sitn. Technologie
in situ je velmi obecna a jeji aplikace se soustfed’uje na lokality o velkém objemu znecisténé
vody a lokality, kde metoda ex sizu neni umoznéna.

Metody sanacnich technologii jsou zalozeny na principech chemickych, fyzikalnich
a biologickych, pfipadné 1 jejich kombinaci. Mezi chemické principy se fadi chemicka
oxidace, chemické vymyvani ¢i uvolfiovani sorbovanych polutantd a aplikace oxidac¢nich
¢inidel. Fyzikalni metody jsou zaloZzené na tepelnych pochodech pro podporu sanace (napft.
ohfev parou nebo teplou vodou, odporové zahiivani, provzdusnovani). Do pouzivanych
biologickych metod se fadi napf. podporovana bioremediace, biotransformace, bioredukce,
biologické reaktivn{ bariéry nebo pfirozena atenuace.

Ob¢ technologie tak nabizeji sirokou $kalu moznych sanac¢nich zasaha na lokalite
za ucelem odstranéni polutantt jako: ropné uhlovodiky (alkany, isoalkany, cyklické alkany,
monoaromatické slouceniny, benzen, toluen, etylbenzen, BTEX), derivaty ropnych
uhlovodiki (halogenované, karbonyl, hydroxyl-, karboxyl-), polycyklické aromatické
uhlovodiky (PAU), CIE, dusi¢nany kovd, sirany a jiné (Némecek 2015; Cernik et al. 2010).
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2.3.1 Biodegradace chlorovanych etent

Chlorované eteny (CIE) patii mezi bézné kontaminanty podzemnich vod.
Do Zivotniho prostfedi se dostavaly latky jako: tetrachloreten (PCE), trichloreten (TCE),
dichloreten (DCE) a vinyl-chlorid (VC), a to unikem pii jejich vyrobé, neduslednou
manipulaci nebo tnikem ze skladek odpadu.

PCE a TCE byly v minulosti Siroce vyuzivany napfiklad jako odmast’ovaci ¢inidla
kovovych dila a textilii. DCE aVC jsou v zivotnim prostredi pfitomné prevazné
jako produkty biodegradace. VC muze byt pfitomen diky unikim pii polymeraci PVC, kde
tvof{ hlavni surovinu.

Mezi tfi zakladni procesy ¢isténi takto kontaminovanych lokalit patfi:

e anaerobni respirace (reduktivni dechlorace),
e acrobni respirace (metabolickd dechlorace),

e kometabolicka oxidativni dechlorace.

Nejcastéjsim mechanismem biodegradace je mikrobialni reduktivni dechlorace
za anaerobnich podminek. Dochazi pfi ni k postupné vyméné atomu chléru za atom vodiku
bez pfitomnosti kysliku. Chlorované eteny jsou vyuzivany jako akceptor elektront, pficemz
energie uvolnéna z exergonické dehalogenac¢ni reakce je vyuzivana k narastu
mikroorganismu. Jako finaln{ donor elektront je vyuzivan vodik, ktery se ve formé substratt
uvolnujicich vodik muze castnit reduktivni dehalogenace CIE. Pro kompletni biodegradaci
CIE je tak zapotfebi anaerobnich podminek, pfitomnost bakterialnich kmenua schopnych
biodegradace téchto kontaminantd a dostatek elektronovych donort. Bakterialni rod
Debalococcoides je jedingm znamym se schopnosti degradovat VC na eten. Je tedy nezbytnym
pro kompletni biodegradaci PCE. Ostatni skupiny mikroorganismu jsou soustfedény
na degradaci jednotlivych pfechodua PCE a TCE na cisDCE. Degradaci PCE a TCE jsou
schopné napiiklad bakterialni rody Desulfitobacterium a Debalobacter. Enzym verA katalyzuje
rozklad cisDCE na VC a eten, enzym bveA jen VC na eten.

CIE mohou migrovat do aerobniho prostredi, kde jsou degradovany pomoci aerobnich
bakterii, metabolicky nebo kometabolicky (Cheremisinoff 2017; Dolinova 2018; Némecek et
al. 2017).

Pritomnost klicovych markert (specifickych bakterii, enzymu) nutnych pro kompletni
biodegradaci CIE (Debalococcoides, verA, bveA) je monitorovana metodou polymerazové

fetézové reakce v realném case (QPCR).
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Biologické procesy degradace CIE jsou zobrazeny na obrazku ¢. 2 (Dolinova 2018).
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Obrazek 2 — Enzymy tcastnici se biodegradace chlorovanych etend, véetné jednotlivych meziprodukta

2.3.2 Sanacni zasah

Pro komplexni feseni sanaci podzemnich vod a horninového prostiedi je tieba zvazit

technologické aspekty, prizkumné prace (hydrogeologicky, geofyzikalni, odbéry vzork),

moznosti vyrobniho a dodavatelského procesu, finanéni prostredky a pfedevsim ekologickou

zatéz. A to jak pfed sana¢nim zasahem, tak i pfedpokladany dopad po aplikaci vybraného

sanac¢niho ¢inidla.

Ucelem sanac¢niho zasahu je zamezeni dalsiho sifeni kontaminace, snizeni koncentrace

kontaminantd az na limitn{ hodnoty a vycisténi podzemnich vod. S tim je spojeny nasledny

monitoring sanacnich praci pro vyhodnoceni efektivity sana¢nfho zasahu. Samotny sanacni

zasah je aplikovan pouze tam, kde jiné metody, jako napf. pfirozena atenuace, nejsou

dostate¢né (Cernik et al. 2010; Némedcek 2015).

Existuje cela fada aplikacnich cinidel, zpasobti a moznosti jejich aplikace. Mezi

nejmodernéjsi se fadi ¢astice nulmocného zeleza (ZVI — zero-valent iron) a rizné substraty
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a to jak pro stabilizaci ZVI, tak 1 v roli podpory bioremediace. Dalsim modernim piistupem
je podpora biodegrada¢niho potencialu elektrickym proudem castic zeleza.

Castice ZVI maji v environmentalnich aplikacich dlouhodobou tradici z pohledu
vysoké schopnosti vycistit rozsahlé kontaminované uzemi, véetné vycisténi od chlorovanych
organickych sloucenin a kationtd tézkych kova. Difive byly pouzivany castice granuli
o velikosti > 50 pm (mZVI — micro-scale ZVI), dnes jsou jiz vice vyuzivany castice
v nanoméfitku (nZVI — nano-scale ZVI). Dtvodem je jejich velky specificky povrch a velmi
vysoka reaktivita. OvSem castice jsou pfi vys$sich koncentracich nachylné na tvorbu agregatu,
coz ma za nasledek snizeni specifického reak¢niho povrchu a tak i snizeni mobility ¢astic
v prostfedi. Pfi nizkych koncentracich zlstavaji nanocastice stabilni co se tyce rizika
aglomerace. Navic ZVI muze mit negativni vliv na dulezité mikroorganismy ucastnici se
zakladnich procest v ekosystému. Proto je dulezité zvazit ucel sanacniho zasahu a pfipadné
vyuzit dal$iho, piidavného éinidla (Nguyen et al. 2018; Vlkova 2018; Cernik et al. 2010).

Substraty, jez se mohou ucastnit pfirozenych bioremediacnich procesu, je cela fada.
Substraty pouzivané pro bioremediacni ucely funguji jako podpora pfirozené se vyskytujicich
specifickych mikrobialnich spolec¢enstev schopnych rozkladat organické slouceniny,
pfedevsim CIE. Né¢které substraty mohou mit spiSe roli modifikacni. Typicky se pouzivaji
napf. pro modifikaci nZVI, kdy substrait omezuje inhibicni aktivitu castic vaci
mikroorganismim. V obou pifpadech by vsak mél byt substrat inherentné netoxicky
a pomahat degradaci puvodnich polutantd na, videalnim pfipadé, slouceniny netoxické

a pfirozené danému zivotnimu prostfedi (Némecek et al. 2017; Stavélova et al 20106).

2.4 Monitoring podzemni vody

Molekularni genetika je védn{ obor, ktery kombinuje molekularni biologii s genetikou.
Molekularni biologie se zabyva studiem bunécnych procest na drovni molekul a genetika
studiem dédicnosti a proménlivosti organismu, véetné jejich pficin. Propojenim obou obort
se pozornost obraci na vzajemné interakce nukleovych kyselin, gent a jejich produkty.

Idealnim propojenim molekularni biologie a sanacnich technologii je sledovani vlivu
aplikované latky na specifické skupiny mikroorganismua. K tomu je vyuzivana jak detekce
pfitomnosti specifickych bakterif, tak i enzymu schopnych biodegradace. Sledované
biodegrada¢ni skupiny mikroorganismti jsou soustfedény na degradaci jednotlivych
pfechodu PCE a TCE na cisDCE nebo VC. Pro vyhodnoceni t¢inku aplikace je vsak nutné

znat jejich metabolické ¢i enzymatické déje (Alberts 2008; Cheremisinoff 2017).
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Eliminace kontaminantd za pomoci mikroorganismu (bioremediace) na rozdil
od chemickych nebo fyzikalnich zakrokd patii mezi metody Setrné k Zivotnimu prostiedi.
Avsak bioremediace muze mit i nevyhody. Mezi né¢ se fadi vedlejsi efekty jako produkce
skodlivych metabolita, zmény hodnot pH nebo jind ovlivnéni zptsobena manipulaci
s podzemni vodou obsahujici organické latky. Mezi né se muze fadit i zanaseni okolniho
prostiedi, napf. pudni mikrofléry. Tyto efekty vsak mohou byt minimalizovany nebo
dokonce prevencéné vylouceny za pfedpokladu, Ze biologické a abiotické podminky jsou
adekvatné pfedem znamé a proces bioremediace je optimalizovan na zakladé téchto znalosti.
Z tohoto duvodu je vhodné provést nejprve geologicky pruzkum a danou lokalitu detailné
charakterizovat z hlediska fyzikalné-chemickych parametri (Cheremisinoff 2017; Dolinova
2018).

Fyzikalni parametry jsou nejcastéji sledovany ptimo pfi vzorkovani podzemni vody.
Pati{ mezi n¢ pfedevsim hodnota pH, ORP, vodivost, teplota nebo vyska hladiny podzemni
vody.

Chemicka analyza pomaha popsat biologickou aktivitu na lokalit¢ a potvrdit jeji
prubéh. Pro esencialni informace je méfena koncentrace sledovanych kontaminantd,
meziproduktt a findlnich produktt degradacnich procest. V piipad¢ kontaminace CIE je
primarné sledovana hladina PCE, TCE, DCE, VC, etenu.

2.5 Metody molekularni genetiky

Molekularni genetika se zabyva studiem nukleovych kyselin a jejich vzajemnymi
interakcemi, geny a jejich produkty a dal$imi procesy na molekularni drovni. Prostfednictvim
molekularné genetickych metod je mozné studovat funkéni nebo strukturni diverzitu
mikrobialni komunity, a to prostfednictvim analyzy nukleovych kyselin, tedy RNA nebo

DNA (Calounovi et al. 2008).
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2.5.1 Izolace DNA

Izolace bakterialnif DNA je prvnim krokem molekularné genetickych testd. Umoznuje
studovat strukturu a vyvoj mikrobialni komunity v nejriznéjSich materialech, tedy
1 v environmentalnich vzorcich.

Cely proces je mozné rozdélit do tif dil¢ich ¢asti. V prvnim kroku izolacnfho procesu
dochazi k bunééné lyze pomoci enzymi nebo detergentt pro rozruseni bunééné stény nebo
membrany za ucelem uvolnéni bunééného obsahu, pfedevsim cilené DNA. Dal$im krokem
je ocisteni lyzatu od proteinovych struktur napf. kolonek, které vyuzivaji separace pfes
membranu. Nasleduje promyti pomoci alkoholovych roztokt a na zavér dochazi k vlastnimu
uvolnéni nukleové kyseliny zidaného vzorku do eluéniho roztoku (Smarda 2005).

Izolace DNA je v soucasnosti standardnim procesem casto vyuzivajici komeréné
dodavané kity. Ty jsou specifické pro jednotlivé typy izolovanych matric a jejich vybava

obsahuje 1 pracovni postup. To vede k vyraznému zjednoduseni celého procesu.

2.5.2 Polymerazova fetézova reakce (PCR)

Polymerase Chain Reaction (PCR) je anglicky vyraz pro polymerazovou fetézovou
reakci. PCR je zakladni metoda molekularni genetiky slouzici k amplifikaci konkrétnitho
useku DNA z obou stran ohraniceného primery. Reakce probiha s vyuzitim termostabilni
DNA polymerazy syntetizujici novy fetézec na principu komplementarity bazi. Vysledkem
procesu je velké mnozstvi cilového amplikonu vznikajictho ze stopového mnozstvi
vstupniho materialu (Dolinova 2018).

PCR patii mezi metody, které jsou dnes taktéz komercné podpofeny raznymi
pomocnymi kity. Ty jiz obsahuji smési pottebnych chemickych sloucenin a tim zjednodusuji
a urychlujf cely proces (Smarda 2005).

Obsahem reakéni smési PCR je: templatova DNA, Revers a Forward primer, DNA
polymeraza a deoxyribonuklesidtrifosfaty (dNTP). Syntéza probiha ve sméru 3°—> 5’
(od volné OH skupiny), kdy F (forward) je primerem dopfednym a R (reverse) zpétnym.
DNA polymeraza a dNTP byvaji k dostani spolec¢né jako tzv. master mix.

Prab¢h PCR je iniciovan pocatecni denaturaci DNA, tedy rozvolnénim dvoufetézcové
DNA pusobenim vysoké teploty (vétsinou kolem 95°C). Nasleduji cyklicky se opakujici
kroky jsou: denaturace, nasedani primeru (annealing) a vlastni polymeracni reakce (elongace).
Kazdy dil¢i krok je provazen specifickou teplotou a definovanym c¢asem. Pocet opakovani
muze byt razny, ale vétsinou se pohybuje v rozmezi do 35 cykla. V zavéru reakce dochazi

k extenzi, tedy dosyntetizovani fetézci (obvykle pti 72°C) a naslednému zchlazeni vzorku
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na 4-12°C pro stabilizaci PCR produktu (Smarda 2005; Litvinenko 2019). Cely princip
metody je zobrazen na obrazku ¢. 3 nize (Alberts 2008).

Prvni vyuziti metody PCR je datovano v roce 1985, kdy roku 1993 za ni byla udélena
Nobelova cena Kary Mullisovi. PCR reakce se vyuziva ve vsech odvétvich jak zakladniho,
tak 1 aplikovaného vyzkumu. Jeji hlavni vyhodou je pravé citlivost, pfesnost
a reprodukovatelnost. K PCR reakci sta¢i minimalnf mnozstvi DNA (teoreticky 1 molekula),
jez se amplifikuje na zakladé vzorce 2°-1 kopii, kde 7 znaci pocet cykla. Z 1 molekuly tak 1ze

ziskat po 30 cyklech vice nez 10° kopif (Smarda 2005).
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Obrazek 3 - Princip metody PCR - schéma prvniho cyklu s teplotnimi fazemi

2.5.3 Polymerazova fetézova reakce v realném case (Real-time PCR)

Real-time PCR (qPCR), neboli polymerazova fetézova reakce v realném case, je
kombinaci klasické PCR a moznosti detekce a zaznamenani nartstu reakcnich produkta
po kazdém amplifika¢nim cyklu za dcelem presné kvantifikace.

Metoda je zalozena na méfeni intenzity fluorescencniho signalu na konci kazdého
cyklu amplifikace (viz obr. 4). Zméfené hodnoty jsou zaznamenavany do amplifikacni kiivky,
kdy intenzita fluorescenéniho signalu je zavisla na poctu cilovych dsekt DNA v pivodnim
vzorku. Vice cilové sekvence vede k casnéjsimu vytvofeni silného signilu vedoucimu
k ptekroceni prahové (treshold) hranice, vyjadfené pomoci Cq hodnoty (quantitative cycle).
Cq hodnota tedy jinymi slovy znamena pocet cykla potfebnych pro prekroceni prahu
detekce. Tato hodnota je pouzivana k urc¢eni mnozstvi cllové DNA, pficemz je na ni vazana
nepiimou umérou. Cim vyssi Cq hodnota, tim nizsi mnozstvi dané DNA (Smarda 2005;
Alberts 2008; JBS Science 2012).

Fluorescence muze byt zpusobena vlivem interkalacntho barviva vazajici se

do dvouvlaknové DNA (dsDNA), nebo fluorescenéni sondou, jez je komplementarni

24



k amplifikované DNA sekvenci. Ptikladem interkalacniho barviva je fluorescencni barvivo
SYBR Green, jez se viezefi mezi baze nov¢e vznikajici dSDNA. Béhem denaturace dsDNA
se toto barvivo uvolniuje a zpusobuje tak pokles intenzity fluorescence, ¢ehoz se vyuziva
pfi analyze tzv. kfivky tani. Ta poté slouzi k urceni specifity PCR amplifikace a analyze Cq

hodnot (Smarda 2005).
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Obrazek 4 — Ukazka detekce fluorescenéniho signalu v real-time PCR termocykleru

2.5.4 Elektroforéza

Mezi separa¢ni metody, jez jsou schopné analyzy nukleovych kyselin a proteint, se fadi
elektroforéza. Tato metoda se ve vétsiné pifpadu pouziva k identifikaci velikosti, pfipadné
zmén v pfedem vzniklém PCR produktu.

Principem metody je separace na zaklad¢ rozdilné rychlosti pohybu rizné dlouhych
nabitjch molekul DNA v elektrickém poli. Cim jsou dseky DNA mensi, tim rychlejsi je
postup zaporné nabitych molekul od katody k anodé. Je tfeba vsak vybrat vhodny nosic¢, kdy
nejcastéji pouzivany je agarézovy nebo polyakrylamidovy gel.

Gelova elektroforéza je typ elektroforetické separace s vyuzitim agarézového gelu.
Agarézovy gel je sit” polysacharidovych polymernich molekul s péry, které umoznuji pohyb
ruzné velkych molekul riznou rychlosti. Standardné se pouziva pro separaci fragmentt
o velikosti 100 — 50 000 bazi. Jeho podstatou je agaréza (prasek z mofskych fas) a TBE pufr
(Tris-borita kyselina-EDTA) jako elektrolytické rozpoustédlo o definované hodnoté pH 8.

Barviva vazici se do DNA struktur (napf. SYBR Safe) pomahaji k vizualizaci
separovanych fragmentd gelové elektroforézy pod svételnym zdrojem o urcité frekvenci,

obvykle pod UV svétlem (Smarda 2005; Alberts 2008).
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2.5.5 Sekvenovani nové generace (NGS)

Next Generation Sequencing (NGS) je anglicky ekvivalent pro sekvenovani nové
generace. Sekvenovani DNA jako takové znamena stanoveni pofadi nukleotidt C, G, AaT
v molekule DNA.

NGS je pokrocila sekvenacni technika zalozena na soucasné produkci az miliont
sekvenci. Nen{ omezena na Cisté bakterialni kultury, tak jako Sangerovo sekvenovani. Dokaze
velmi rychle a relativne levne urcit diverzitu smésnych bakterialnich vzorkt. Metodiky NGS
jsou zalozeny na odlisnych principech a je pfi nich vyuzivano né¢kolik platforem. Tato prace
vyuziva metodu zalozenou na méfeni zmény hodnoty pH provadéné na platformé Ion
Torrent (Life Technologies).

Ion Torrent se od ostatnich metod odliSuje tim, Zze neni zalozen na optickych
principech, jako jsou fluorescence a chemiluminiscence a nevyzaduje tedy specialni optické
nastroje (napt. CCD kamera). Cely proces je zalozen na principu detekce zmén hodnot pH
(viz obr. 5). Princip opét vychazi z polymerazové reakce, kdy se pfi navazani kazdé nové baze
do vznikajiciho fetézce uvoln{ proton vodiku (Victor Llaca 2012; Claesson et al. 2010).

Postup se sklada z nasledujicich dil¢ich kroku: pfiprava genomické knihovny, ptiprava
templatu na sféru, sekvenovani na cipu a nakonec zpracovani signalu.

Ptiprava genomické knihovny pro amplikonové sekvenovani je provazena dvéma
po sob¢ nasledujicimi PCR reakcemi. Prvni PCR reakce slouzi k vymezeni zadaného useku
DNA a vyuziva normalni F a R primery. Druha PCR reakce identifikuje kazdy vzorek pomoci
specifické sekvence, tzv. barcodu.

Pifiprava templatu na sféru zahrnuje amplifikaci PCR produktd pfi emulzni PCR
(emPCR) s naslednym Enrichmentem. EmPCR probiha na kapkach olejové emulze, kdy
v kazdé kapce je jedna molekula DNA. Enrichment je ¢ast procesu, ktera slouzi k pfecisténi
a obohaceni emPCR produkta.

Sekvenovani na Cipu symbolizuje vlastni sekvenacni reakce probihajici na ¢ipu, kam
jsou vkladany pouze obohacené sféry (koralky). Ty maji na sobé vazany amplifikované
produkty.

Mikrocip je nastroj slozeny z paralelné slozenych polovodict a funguje jako citlivy
senzor (malé pH metry). V kazdém cyklu sekvenacni reakce dochazi k elektronické detekci
zmén hodnot pH vzniklé inkorporaci baze a naslednym uvolnénim protonu. Velikost zmény
hodnoty pH odpovida inkorporaci jedné, dvou, tii atd. bazi. Pokud nedojde k inkorporaci
baze, nedojde ke zméné hodnoty pH. Na jednom cipu tak dochazi k soucasnému

sekvenovani stovek, tisica az miliont sekvenci, zavisejicich na velikosti ¢ipu. Relativné
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jednoduchym principem tak lze zjistit slozeni komplexnich bakterialnich spolecenstev, coz

doposud neumoznila zZidna molekularné geneticka metoda.
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Obrazek 5 - Princip metody NGS na platformé Ion Torrent

Zpracovani signalu je finalni krok zahrnujici tfidéni vzorkd, tpravu hrubych dat
a porovnani ziskanych sekvenci s dostupnymi databazemi pro identifikaci taxonomickych
druhut (Victor Llaca 2012; Dolinova et al. 2010).

Vzhledem k potfebé studovat environmentalni vzorky, NGS muze byt pouzito
pro detailni analyzu bakterialnich komunit. NGS je jedina metoda, ktera nabizi komplexni
analyzu bakteridlnich komunit bez nutnosti klonovani DNA fragmenta do vektoru a jejich
nasledné kultivace do bunék. To umoznuje analyzu a porovnani bakterialnich komunit
z ruznych kontaminovanych lokalit nebo raznych vzorkt matrice. Omezeni metody spociva
v pozadavku na minimaln{ vstupni koncentraci izolované DNA. Koncentrace DNA nizsi

nez 2 ng/ul vedou k méné reprezentativnim vysledkam, zvlast¢ pro komunity s mensi

pravdépodobnosti vyskytu (Claesson et al. 2010).
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3.1 Monitorované lokality
3.1.1 Lokalita Spolchemie

Spolchemie Company a.s. je jednim z hlavnich vyrobcu syntetické pryskyfice a freont
v Evropé od poloviny minulého stoleti. Sidli v Ceské republice v Usti nad Labem.

Vyroba freona spolu se skladovanim a distribuci surovin (tetrachlormetan
a tetrachloreten) vedly k rozsahlé kontaminaci podzemi organickymi rozpoustédly vcetné
CIE.

Geologicky profil Spolchemie, ovliviujici §ifeni kontaminace, se sklada z kfidovych
vrstev na piskovcové bazi prekryvajici kvartérni vrstvu tvofenou pfedevsim fluvialnimi
sedimenty z feky Biliny, Labe a Klisského potoka. Pravé prostiedi kvartérni vrstvy bylo
kontaminovano CIE. Na natoku je v sum¢ detekovano cca 55 % TCE a 40 % DCE. Toto
zastoupeni se ve sméru toku ménf a ve vrtech jiz DCE tvoii az 70 — 80 % z celkové sumy
CIE.

Lokalita Spolchemie je sanovana procesy vyuzivajicimi razné piistupy, mezi které patii
1 nové metody jako je aplikace nanozeleza (nZVI).

V kontamina¢nim mraku s CIE bylo vybrano 6 vrtd s oznacenim AW5-57, AW5-58,
AW5-60, AW5-61, AW5-62 a KJ-3. Vrty AW5-57 az AW5-62 jsou tzkoprofilové o vnitinim
praméru 63 mm. Jsou vystrojeny paznici a ukonceny zatkou. Obsyp tvofi filtracni kfemenny
pisek o zrnitosti 0,5 mm a ma dosah 1,8 m hloubky u vsech vrti. Vsechny uzkoprofilové vrty
maji na filtracnim pisku 0,2 m mocny piskovy polstat, kdy 0-1,6 m je zaizolovano
cementovou kasi s pfimési bentonitu. Vrt KJ-3 je sirokoprofilovy o vnitfnim praméru
160 mm. Nachazi se ve sméru toku proudu podzemni vody, dale od ostatnich vrta urc¢enych
jako centrum remediacnich zasaht.

V minulosti bylo v horninovém prostfedi provedeno méfeni kontaminaci padnfho
vzduchu v neporusenych vzorcich vrtného jadra. Vysledkem bylo zmapovani vertikalni
distribuce kontaminace s ohniskem v hloubce 5-7 m pod terénem. Vysledky méfeni
ovlivnily nasledné planovani aplikace nZVI kompozitu.

Mapa lokality je uvedena na obrazku ¢. 7 v kapitole 3.3.
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3.1.2 Lokalita Novy BydZov

Mésto Novy Bydzov se nachizi v Kralovehradeckém kraji Ceské republiky.
Pramyslova vyroba stroji, kovovych fezacek, slévarny kovu nebo zafizeni pro chemickou
upravu kovu zpusobila rozsahlou kontaminaci podloZzi.

Geologicky profil Nového Bydzova se sklada predevsim z kvartérnich vrstev na bazi
piscito-hlinitého az hlinito-pis¢itého sedimentu, ktery na okrajich mésta postupné prechazi
v pisek a $térk. Mésto je taktéz obklopeno kiidovou vrstvou tvofenou vapnitym jiloveem,
slinovcem a prachovcem.

Nespravna zachazeni s CIE zpusobila rozsahlou kontaminaci kvartérni vrstvy
v hloubce 4-5 m tvofené piscitym $térkem a ohrani¢ené mezozoickou vrstvou. Ackoliv ma
vétsina domacnosti Nového Bydzova piistup k pitné vodé distribuované méstskym
vodovodem, nadale jsou soukromé vrty vyuzivany jako zdroj pitné vody nebo pfi zavlazovani
zahrad.

V kontamina¢nim mraku s CIE bylo vybrano 6 vrti s ozna¢enim MR-1, MR-2, MR-4,
MR-5, MR-6 a ZMS-5. Tyto vrty patii mezi uzkoprofilové, kdy vrty MR jsou v bezprostfedni
blizkosti nejvetstho kontamina¢niho mraku a ZMS-5 byl vybran jako kontrolni.

Mapa lokality je uvedena na obrazku ¢. 8 v kapitole 3.3.

3.2 Laboratorni testy za ucelem vybéru sanacniho ¢inidla

Vybér sanacntho cinidla je dalezitym aspektem pro dspésnou sanaci lokality. Dtraz byl
kladen na podminky prostfedi, dostupnost sanacnich c¢inidel a jejich ucinek.

Laboratorni testy byly realizovany s cilem selekce adekvatniho sanac¢niho cinidla
aplikovaného na podzemni vodu pifimo z dané lokality. Byl sledovan sanacni ucinek
testovanych cinidel v ¢ase pomoci molekularné genetické metody qPCR v kombinaci
s fyzikalné-chemickymi parametry. Metoda qPCR byla zaméfena na relativni hladiny bakterif
schopnych dehalorespirace (dehalogenace CIE) u obou lokalit. Fyzikalné-chemické
parametry zahrnovaly hodnotu pH, ORP a vodivost. Z chemického hlediska byly
monitorovany koncentrace jednotlivych CIE, tedy TCE, PCE a DCE (viz metodika qPCR
v kapitole 3.4.2).
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3.2.1 Testy v ramci lokality Spolchemie

Pro sanaci CIE na lokalit¢ Spolchemie byla planovana aplikace kompozitu nano-
a mikrozeleza (nZVI a mZVI) v kombinaci se substraty podporujicimi bioremediaci
a elektrickym proudem. Cilem bylo zkombinovat sanaci pomoci reduktivnich cinidel
s podporovanou bioremediaci tak, aby doslo kco nejvyssi efektivite. Vzhledem
k moznostem kombinovani kompozitu a organického substratu byl nejprve otestovan ucinek
zvolenych kombinaci laboratorné, piimo na vzorku podzemni vody AWS5-60 pfedem
otestované na pfitomnost dehalogenacnich bakterii.

Jeden ze vstupnich testa byl test reaktivity mZVI ve vialkovych zkumavkach.
Testovano bylo pét typt mZVI (viz tab. 1) o dvou koncentracich 5 a 10 g/1 v ¢ase (3, 7, 15
a 31 dni). Byly sledovany pouze fyzikalné-chemické parametry (hodnota pH, ORP, vodivost)
a koncentrace CIE, tedy TCE, PCE, cisDCE, a etenu.

Tabulka 1 — Ptehled testovanych mZVI

Vyrobce Zemé Produkt
Pometon Powder Italie Ferchim Iron Powder
Hepure USA Ferox Target
Hoegenass Svédsko | MH300
Rio Tinto, Metal Powders |Kanada |H,Omet™ 414
LAC CR -

Po vybéru mZVI do kompozitu s nZVI NANOFER STAR od firmy NANOIRON
s.r.0. nasledoval vybér substratu. Prvnim testovanym substratem byla karboxymetylcelul6za
(CMC) o koncentraci 0,25, 0,5 a 1 g/1. CMC byla testovana v kombinaci s kompozitem nZVI
a mZVI o celkové koncentraci 3 g/1 v poméru 1:2 (1 g/l nZVI NANOFER STAR, 2 ¢/1
mZVI HOmet™ 414) a stejnosmérnym elektrickym proudem (DC) o piikonu 1 W.
V prub¢hu tohoto testu byly také sledovany dehalogena¢ni bakterie pomoci metody qPCR,
a to po 20 dnech od nasazeni.

Mezi dal$i testované substraty patfily: melasa a detergent anionicky tenzid
s experimentilnim oznacenim MS] o koncentraci 5, 10 a 20 g/l. Ty byly testovany
s kompozitem nZVI a mZVI o celkové koncentraci 4 g/1, tedy 1,2 g/1 nZVI a 2,6 g/1
vybraného mZVI. Tento test byl také monitorovan pomoci qPCR metody, a to v ¢ase (12,
21 dni).

Testy probihaly ve formé vsadkovych reaktorovych testd. Z kazdého z nich bylo

vybrano ¢inidlo pro finalni sanacni zasah.
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3.2.2 Test v ramci lokality Novy BydZov

Pro sanaci CIE na lokalit¢ Novy BydZov byla planovana aplikace substratu
pro podpofeni bioremediace kontaminant. Testovany byly ctyfi substraty: laktat sodny,
glycerol, syrovitka a polyhydroxybutyrat (PHB), kazdy se vstupni koncentraci 0,25 a 0,5 g/1.
Laboratorni testy opét probihaly formou vsadkovych testi. Jednotlivé organické substraty
byly nadavkovany pfimo do podzemni vody odebrané z vrtu MR-2. Podzemni voda byla
pfedem otestovana na pfitomnost zadanych specifickych bakterif a slouzila jako referenc¢ni
vzorek.

Laboratorni testy byly provedeny ve vzduchotésnych reaktorech s konstantni
laboratorni teplotou okolo 25°C. Fyzikalné-chemické parametry (hodnota pH, ORP,
vodivost), stejné tak jako chemicka analyza (TCE, PCE, DCE), byly méfeny v ¢ase po cca 10
dnech (2, 12, 22, 32 a 42 dni). qPCR analyza dehalogenacnich bakterii byla provedena jen
na vzorcich s aplikovanou koncentraci 0,5 g/l jednotlivych substritd, a to pouze po 42

dnech.

3.3 Sanacni zasah na lokalitach
3.3.1 Lokalita Spolchemie

Na zaklad¢ laboratornich testi za ucelem vybéru sanacniho c¢inidla byla naplanovana
aplikace kompozitu nZVI NANOFER STAR (NANOIRON s.r.0.) a mZVI H:Omet™ 414
(Atomet), detergentu MS]J, v§e podporované DC. Aplikovana byla smés 20 kg praskového
nZVI a 40 kg mZVI s koncentraci 10 g/l (pomér 1:2), dile 1 kg MS] a DC o napéd
24 V a maximalnim vykonu 750 W. Aplikacni koncentrace dosahovala hodnoty 3 g/I
a celkovy injektovany objem ¢inil 20 m’.

Aplikace kompozitu nZVI a mZVI spolecné s MS] byla provedena metodou direct-
push (obr. 6). Injektaz suspenze probehla kombinaci tlakového zasaku do tfech vystrojenych
vrta (AW5-57, AW5-60 a AW5-61) a direct-push metodou do ¢tyf nevystrojenych sond
(DP-1 az DP-4) v horizontu 5, 6 a 7 m pod terénem. Spolecné s kompozitem byl také
aplikovan stopovac¢ chlorid lithny za ucelem monitorovani sméru migrace castic.
Po ukonceni injektaze byla na lokalité zaroven zahajena aplikace DC.

Vliv aplikovanych ¢inidel byl podporovan pomoci DC s napétim 24 V a maximalnim
vykonem 750 W. Elektrody byly situovany do hvézdicovité struktury, kde po obvodu bylo
umisténo devét katod a centralné tfi anody v linii. Vsechny elektrody mély podobu dvou

ocelovych tyci o praméru 20 mm, zarazenych do hloubky 9 m pod povrch. Pocate¢ni vykon
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mél hodnotu 550 W, v prab¢hu sanace dochazelo k poklesu v dusledku pasivace a rozpusteni

anod. Pfi ukonceni monitoringu se tak vykon ménic¢e pohyboval okolo 240 W.

DIRECT-PUSH

ZASOBNI TLAKOVE i
KONCENTRAT CERPADLO . g’é{g& s
TECHNOLOGICKA | s |
VODA I e
DAVKOVAC
(EEROE)

HLADINA PODZEMNIi VODY

Obrazek 6 — Schéma metody direct-push pro aplikaci sanac¢niho ¢inidla na lokalité

Vzhledem ke sledovani uc¢inka kompozitu s MS] a DC byla naplanovana dvé
pfedaplikacni kola vzorkovani, dale samotna aplikace vybraného sanac¢nfho c¢inidla a dalsich
osm kol poaplika¢nich. Poaplika¢ni monitoring byl stanoven v intervalech po 1, 2, 4, 8, 13,
16 a 23 tydnech s ukoncenim 31 tydnt po aplikaci. Mapa sanované lokality véetné zobrazeni

sanacnfho zasahu je na obrazku 7.
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Obrazek 7 — Mapa sanované ¢asti lokality Spolchemie s vyznacenim sméru toku podzemni vody

Odbér vzorka byl realizovan metodou pomalého odcerpavani podzemni vody
do ustaleni fyzikalné-chemickych parametrd. Voda byla prostfednictvim odstfedivého
cerpadla Gigant vedena do pratocné cely, kde byla multifunkénim pfistrojem YSI
Professional méfena hodnota pH, ORP a konduktivita. Po ustaleni fyzikalné-chemickych
parametra byl do sterilnich PET lahvi o objemu 0,5 1 odebran vzorek podzemni vody
pro molekularné genetické analyzy a do vialek pro chemickou analyzu. V ramci qPCR analyzy
byly sledovany dehalogenacni bakterie a chemicka analyza se soustfedovala na CIE

kontaminanty (TCE, PCE, DCE) a produkty jejich rozkladu (metan, eten).

3.3.2 Lokalita Novy BydZov

Sana¢ni zasah na lokalit¢ Novy Bydzov byl realizovan na zdklad¢ vysledku
laboratorniho testu zohlednujici potfeby dané lokality. Vzhledem k vybranému zdroji uhliku
ve formé syrovatky a planu opakované aplikace ve tfech casovych terminech, bylo
vzorkovani nejprve realizovano pfed aplikaci a nasledné v pfiblizné mésicnich intervalech
od prvni aplikace. Vzorkovani bylo provedeno v mistech s nejvyssi koncentraci CIE, tedy

ve vrtech s ozna¢enim MR-1, MR-2, MR-4, MR-5 a MR-6 (viz obr. 8).
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MAPA LOKALITY

direct-push

monitorovaci vrt

Obrazek 8 — Mapa lokality Novy Bydzov — centrum kontaminace v okoli aredlu Kovoplast

Predaplikacni odbér byl proveden pouze v monoplikitu. Nasledovalo obdobi
7 mesict, béhem nehoz byla syrovatka aplikovana tiikrat, nejdifve po 2 mésicich a posléze
po 5. Interval mezi aplikacemi byl stanoven na zakladé znalosti kratkodobého ucinku
syrovatky. Po posledni aplikaci byla lokalita jiz jen dlouhodobé monitorovana, a to po 1, 2,
4,5,7,8 a9 mesicich.

Odbéry vzorka byly realizovany metodou pomalého odcerpavani podzemni vody
do ustaleni fyzikalné-chemickych parametra. Voda byla prostfednictvim odstfedivého
&erpadla Gigant vedena do pratoéné cely, kde byla multimetrem MultiLine® Multi 3430 IDS
(WTW, Germany) méfena hodnota pH, ORP a konduktivita. Po ustileni fyzikalne-
chemickych parametr byly do sterilnich PET lahvi o objemu 0,51 odebrany vzorky
podzemni vody pro molekularné genetické analyzy a do vialek pro chemickou analyzu.
V ramci chemické analyzy byly sledovany CIE kontaminanty (TCE, PCE, DCE) a produkty
jejich rozkladu (metan, eten). Molekularné geneticka analyza byla soustfedéna pfedevsim
na metodu qPCR cilenou na detekci dehalogenac¢nich bakterif a posléze na NGS metodu
pro sledovani vlivu sanacnfho zasahu na slozen{ bakterialnfho konsorcia.

Aplikace syrovatky byly realizovany metodou direct-push v mistech pfitoku podzemni
vody k monitorovacim vrtam (obr. 8). Kazdé injektazni kolo obsahovalo deset separatnich
injekcnich sond o praméru 32 mm. Po kazdé injektazi byla aplikacni sonda stmelena, aby
nedoslo k poskozeni v intervalu do dalsi aplikace.

Celkovy injektovany objem ¢inil 75 m’ syrovatky (1. injektaz 30 m’, 2. 30 m” a 3. 15
m’) aplikované do horizontaln{ vrstvy v hloubce 4,1 a2z 6 m pod zemi z divodu nejlepsi

propustnosti pfitomné piscité a jilovité vrstvy.
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3.4 Metodika molekularné genetickych analyz

Vsechny vzorky podzemni vody urcené pro molekularné genetickou analyzu byly
bezprosttedné po odbéru zchlazeny a pfevezeny do laboratofe. Po pfevozu bylo provedeno
zakoncentrovani pfitomné biomasy filtraci pfes 0,22 um membrany (Merck Millipore,

Germany). Filtry byly uskladnény pii -80°C do dalstho zpracovani.

3.4.1 1zolace a stanoveni DNA

Extrakce DNA z filtra s pfitomnou biomasou byla provedena pomoci komeréné
dostupného izolaéniho kitu FastDNA® SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals, CA, USA) dle
doporuceni vyrobce. Kit je urcen k izolaci genomické DNA z environmentalnich vzorku.

Obecné schéma izolace DNA je zobrazeno na obrazku 9.

11T

Vzorek Rozpad Navazani Redéni
bunék a promyti DNA
DNA

Obrazek 9 — Strucné schéma izolace DNA

Soucasti procesu izolace je lIyza bunék, odstranéni proteint, zakoncentrovani a promyti
navazané DNA. Pro bunécnou Iyzu byla vyuzita The Beads Blaster 24 homogenizacni
jednotka (Benchmark Scientific, NJ, USA). Pro zakoncentrovani byla vyuzita centrifuga
Smart R17 (Hamil). Mezi dalsi vyuzité pfistrojové vybaveni patii vortex Mini Biomixer 3D
(Benchmark Scientific) a inkubator Genius Dry Bath (Major Science).

Koncentrace DNA byla méfena pomoci komeréniho kitu Qubit® dsDNA BR Assay
Kit, optimalizovaného na vzorky s vyssi koncentraci DNA. 5 ul kazdé DNA bylo pfidano
do reakeni smési dle pfilozeného protokolu. Méfeni koncentrace DNA bylo provedeno

na pfistroji Qubit® 2.0 Fluorometr (Life Technologies, MA, USA).

3.4.2 Real-time polymerazova fetézova reakce (qPCR)

Kvantitativa{ polymerazové fetézové reakce (qPCR) byly provadény za ucelem
hodnoceni relativni hladiny bakteril Debalococcoides sp., Desulfitobacterium sp. a Debalobacter sp.,
dale gent vinyl-chloridové reduktazy bve a verA. Relativni hladina genu 16S rDNA (celkovy
bakterialni ukazatel) byla stanovena jako kontrola. VSechny pouzité qPCR primery jsou

uvedeny v tabulce ¢. 2.

35



Tabulka 2 — Piehled pouzitych primert

Nazev Velikost Annealing | Ucinnost
Zkratk G Sek i 3'>5' Zdroj
ratka en primeru ekvence primeru (3 5) produktu [bp] |teplota [°C]| primeru L
U16SRT 165 rDNA U16SRT-F  |ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT 180 60 2,00 Clifford et
U16SRT-R  |TATTACCGCGGCTGCTGGC al., 2012
bycA vmylchlc’md bvcA227F |TGGGGACCTGTACCTGAAAA 297 60 1,89 Behrens et
reduktdza bvcA523R  |CAAGACGCATTGTGGACATC al., 2008
verA vmylchlc’md vcrA880F |CCCTCCAGATGCTCCCTTTA 139 60 188 Behrens et
reduktaza vcrA1018R |ATCCCCTCTCCCGTGTAACC al., 2008
DHC-RT Dehalococco./des DHC793F |GGGAGTATCGACCCTCTCTG 626 60 1,98 Yoshida et
mccartyi DHC946R  [CGTTYCCCTTTCRGTTCACT al., 2005
Dsb Desulfitobacterium Dsb406F GTACGACGAAGGCCTTCGGGT 213 60 201 Yoshida et
sp. Dsb619R  |CCCAGGGTTGAGCCCTAGGT al., 2007
Dre Dehalobacter sp. Dre441F |GTTAGGGAAGAACGGCATCTGT 205 55 182 Smits et al.,
Dre645R  |CCTCTCCTGTCCTCAAGCCATA 2004

Reakeni smesi pro qPCR byly pfipraveny nasledovné: na reakeni objem 10 pl bylo
pouzito 5 ul SYBR Green I Master (Roche, Inc., MA, USA) obsahujici Taq polymerazu,
0,4 ul 20 uM smési F a R primeru (Generi Biotech, CR, IDT, US) a 3,6 ul PCR vody (Bioline,
UK). Do pfipraveného master mixu byl poté pridan 1 ul piislusné DNA. Kazdy vzorek byl
analyzovan v duplikatu pfi soucasné analyze vody jako negativni kontroly.

Vsechny qPCR reakce byly provedeny na piistroji LightCycler® 480 (Roche,
Switzerland) za nasledujicich reakénich podminek: pocatecni denaturace pii 95°C po dobu
3 min, nasledne 40 cykla 95°C na 10 s, 60°C na 20 s a 72°C na 10 s. Zavérem je kfivka tani
s profilem 95°C po dobu 5 s, 65°C na 1 min a kone¢nym zchlazenim na 4°C. Porovnani
jednotlivych kfivek tani urcuje cistotu amplifikovaného fragmentu. Pomoci metody druhé
detivace (Second Derivative Maximum), ktera je k dispozici v rimci softwaru LightCycler®
480 Software, byly ziskany hodnoty fluorescence vzorku v urcitém bodé (Cq). Relativni
kvantifikace kazdého sledovaného markeru byla vyjadfena jako zména dvou stavia
(ptislusného casu vzorkovani a c¢asu pred aplikaci) za pomoci metody delta Cq. Vysledky
qPCR analyz byly vyjadfeny jako relativni kvantifikace Cq hodnot, které byly normalizované
na vstupni objem vzorku podzemni vody pouzitého na jeho filtraci. Interpretace samotnych
Cq hodnot je zalozena na nepfimé ameéte, tedy ¢im nizsi je hodnota, tim vétsi mnozstvi cilové

DNA ve vzorku.
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3.4.3 Sekvenovani nové generace (NGS)

Vzorky podzemnich vod z lokality Novy Bydzov byly analyzovany pomoci tzv.
sekvenovani nové generace (NGS) cileného na gen 16S rDNA. Tato metoda umoziuje
detailn{ analyzu diverzity mikrobialniho slozen.

Cely proces se sklada z nékolika krokt. Amplifikace zvoleného V4 regionu 16S tDNA
byly realizovany dvéma po sobé nasledujicimi PCR reakcemi. Po PCR reakcich byla
provedena kontrola amplifikace pomoci gelové elektroforézy. Nasledovala purifikace PCR
produktd pomoci magnetickych kulicek AMPure XP (Beckmann Coulter, CA, USA),
zméfeni koncentrace DNA na pfistroji Qubit® 2.0 Fluorometr, a fedén{ vzorki na 25 pM
roztok. Tato smés vzorku symbolizovala jiz pfipravenou knihovnu, ktera nasledovala
do emPCR s vyuzitim Ion OneTouch 2 (Life Technologies, CA, USA). Po emPCR byl
amplifikovany smésny PCR produkt pfecistén na Ion One Touch ES (Life Technologies,
CA, USA). Tento proces (zvany jako tzv. Enrichment) je posledni krok potfebny
pfed spusténim vlastni sekvenacni reakce. Ta byla provedena na pifistroji Personal Genome
Machine (Life Technologies, CA, USA) platformy Ion Torrent. Veskeré kroky souvisejici
s ptipravou knihovny (smési precisténych PCR produkta) byly stanoveny na zakladé reserse
a dlouholetych zkusenosti. Kroky, jez souviseji s obsluhou pfistroji platformy Ion Torrent,
jsou popsany v komercné dostupnych protokolech.

Sekvence primert byla stanovena tak, aby pokryla co nejvice rozmanitosti
pii soucasném udrzovani velikosti amplikonu pod 400 bazi (bp). Amplifikace regionu V4
genu 16S rDNA byla stanovena barcodovymi primery 515F a 802 R. Laboratorné pfipravena
mock komunita (soubor 4 bakteridlnich genom) byla sekvenovana soucasné s testovanymi
vzorky a slouzila pfi analyze ziskanych vysledkt jako standard. Kazdy vzorek byl oznacen
unikatnim barcodem (R1 — R6) pfipojenym k primeru 802R. Pouzité primery jsou uvedeny

v tabulce ¢. 3.

Tabulka 3 — Pichled primert pro amplifikaci knihovny

Zkratka |[Nazev primeru Sekvence primeru (3' - 5') Zdroj
165 1T 515F TGCCAGCMGCNGCGG Dowd et al., 2008
802R TACNVGGGTATCTAATCC Claesson et al., 2010
R1 Barcode 1 |[CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCTATTCGTCGATTACNVGGGTATCTAATCC
R2 Barcode 2 |CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTAAGGAGAACGATTACNVGGGTATCTAATCC
R3 Barcode 3 |[CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAAGAGGATTCGATTACNVGGGTATCTAATCC
R4 Barcode 4 |[CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTACCAAGATCGATTACNVGGGTATCTAATCC
R5 Barcode 5 |CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCAGAAGGAACGATTACNVGGGTATCTAATCC
R6 Barcode 6 |[CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTGCAAGTTCGATTACNVGGGTATCTAATCC
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Podminky PCR cykla: prvaf PCR pfi 95 °C po dobu 3 min; dale 10 cykla pii 98 °C
na 20 s, 55 °C na 15 s a 72 °C na 45 s, se zavérecnym prodlouzenim pii teplote 72 °C
na 3 min. Druhd PCR: na 95 °C po dobu 3 min; 35 cykld 98 °Cna 205,50 °Cna 15sa 72 °C
na 45 s, se zavérecnym prodlouzenim pii teploté 72 °C na 3 min.

Ziskané sekvence byly podrobeny analyze prostfednictvim programu Mothur, véetné
odfiltrovani nekvalitnich sekvenci a kontroly chimer (UCHIME). Sekvence byly porovnany
s databazi SILVA (verze 132). Pfed konstrukei OTU byly taktéz odstranény mitochondrialni
a chloroplastové sekvence taktéz odstranény. Shoda zafazeni sekvenci k taxonomickym
jednotkam (OTU) byla stanovena na 97 %. Pocet sekvenci v kazdém vzorku bylo pomoci
nahodného podvzorkovani upraveno na 5 038. Pro dalsi analyzy byl vyuzit statisticky
program R, bali¢ek Vegan. Taxonomické rodiny byly vizualizovany jako heat mapy s cetnosti
vyssi nez 3 % a ostatni byly pfifazeny do skupiny ,,ostatni* nebo ,,neklasifikovany* (Schloss

et al. 2009; Edgar et al. 2011).
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3.5 Ostatni analyzy
3.5.1 Fyzikalné-chemické parametry

Fyzikalné-chemické parametry jako hodnota pH, oxidacné redukéni potencial (ORP)
a vodivost ve vzorcich podzemnich vod byly méfeny pomoci prenosného multifunkéntho
pfistroje YSI Professional (YSI, USA), pfipadné s vyuzitim multimetru WTW 3430
Multimeter (WTW, Germany) vybaveného SenTix pH elektrodami (TMultiLine® Multi 3430
IDS). Hladina podzemni vody byla méfena pomoci elektronického hladinoméru G30 (NPK
Europe Mfg. s.r.0., Uhfinov).

3.5.2 Stanoveni koncentrace chlorovanych etena

Koncentrace jednotlivych CIE, konkrétné tetrachloretenu (PCE), trichloretenu (TCE),
dichloretenu (DCE) a vinyl-chloridu (VC), produktt jejich biodegradace, tedy metanu
aetenu, byly analyzovany pomoci plynového chromatografu CP 3800/Saturn 2200
s hmotnostnim detektorem (Varian, USA), eventuilné v akreditovanych laboratofich

AQUATEST a.s. metodou GC/MS dle CSN EN ISO/IEC 17025.
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4.1 Lokalita Spolchemie
4.1.1 Laboratorni testy — vybér sanacniho ¢inidla

Testovani vlivu mZVI odhalilo silny inhibi¢ni efekt na pfitomnou mikrofloru.
Vysledny kompozitni material se skladal z nZVI NANOFER STAR (NANOIRON s.r.0.)
amZVI H,Omet™ (Atomet), jelikoz vykazoval vysokou reaktivitu, dobrou dostupnost
a obdobné sedimentacni vlastnosti. Vysledky experimentt potvrdily vysokou funkénost
vybraného kompozitu skladajictho se ze 40 hm % NANOFER STAR a 60 hm % mZVI
HoOmet™ 414. Reaktivita vybraného kompozitu byla srovnatelni s &istym nZVI.
V kombinaci s DC dochazelo k dalsimu, témér 100% navyseni ucinnosti a tim padem
ke snizeni nakladd. nZVI pfinasi do kompozitu rychly start chemické reakce, zatimco mZVI
dodava setrvacnost. Vzhledem k vyssi toxicite takto zvoleného kompozitu byla pro aplikaci
snizena koncentrace nZVI a mZVI na hladinu, pfi které nedojde k uplnému utlumu
bakterialni ¢cinnosti.

Kazdy z testovanych substratt mél razné ucinky v pfitomnosti kompozitu nZVI
a mZVI. Vliv CMC mél sice pozitivni Gc¢inek na pfitomné bakterialni kmeny, avsak zptsobil
pasivaci kompozitu. Jeho aplikace v praxi by proto znamenala znasobeni mnozstvi
kompozitu, a tedy 1 vetsi toxicitu a narust nakladt. Podobné tomu bylo i pfi zhodnoceni
experimentd s melasou. Mezi nejvhodnéjsi substrat se zafadil detergent MS]. Pusobil sice
jako silny inhibiéni faktor na drovni biologickych procest mikroorganismd, ale jeho ucinek
mel jiné prednosti. Mezi né se fadi zlepseni kontaktu Zelezitych castic s kontaminanty
a migracnich vlastnosti ¢astic zeleza. Proto byl detergent MSJ vybran pro aplikaci na lokalité.

Z biologického hlediska je vybér MSJ detergentu kontroverzni. Avsak v kombinaci
s kompozitem a elektrickym proudem muize mit ve vysledku pozitivai vliv. Pouziti
elektrického proudu sice v reaktorovych testech vedlo k inaktivaci vSech sledovanych
bakterialnich kmend, ale s pfihlédnutim na pfirozené jevy realné lokality byl detergent MS]
vybran jako vhodny. Na lokalit¢ totiz lze pfredpokladat opétovné osidleni mikrobialni
populaci z okoli, a tedy oziveni bakterialni biomasy vcetné¢ dehalorespirujicich bakteri

1 po aplikaci kompozitu.
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4.1.2 Sanacni zasah

Na zaklad¢ vysledku laboratornich testa byl na lokalité Spolchemie proveden sanacni
zasah aplikaci smési 20 kg praskového nZVI NANOFER STAR (NANOIRON s.r.0.)
a 40 kg mZVI H:Omet™ 414 (Atomet) spolecné s 1 kg detergentu MSJ a podporou DC, kdy
hodnota pocatecniho napéti byla stanovena na 24 V a maximaln{ vykon na 750 W.

Relativni hladina dehalogenacnich bakterii byla sledovana pomoci metody qPCR.
Spolecné s molekularné genetickou analyzou byla také méfena hladina podzemni vody,
tyzikalne-chemické parametry (hodnota pH, ORP, vodivost) a koncentrace kontaminantt
(PCE, TCE, suma DCE, VC, eten a metan).

Monitoring podzemni vody zacal 2. 7. 2018, pficemz i nasledujici odbér 16. 7. 2018 byl
pfedaplikacni. Obé kola slouzila jako kontrolni zhodnoceni pocatecnich koncentraci
chemickych latek a pfitomnosti nezbytnych bakterii pfed samotnym zasahem. Aplikace
kompozitu a substratu prob¢hla 24. 7. 2018 a po ni nasledovalo dalsich 8 odbéra. Tret
a ¢tvrty odbér po tydnu, paty odbér po dvou tydnech, Sesty az osmy odbér po mésici

a posledni dva odbéry po dvou mésicich. Pfehled odbért shrnuje nasledujici tabulka ¢. 4.

Tabulka 4 — Pfehled odbéru vzorki lokality Spolchemie

Odbér Rozmezi | Datum
1 Y . . ., | pocatek |02.07.2018
ptedaplikacni -

2 2 tydny |16.07.2018

aplikace 24.07.2018
3 1tyden |01.08.2018
4 1 tyden |08.08.2018
5 2 tydny [28.08.2018
6 .| 1mésic |03.10.2018
7 poaplikacni 1= 5 e [30.10.2018
8 1 mésic |21.11.2018
9 2 mésice {29.01.2019
10 2 mésice |28.03.2019

Pii hodnoceni efektivity sanacniho zasahu je tfeba brat v tvahu, ze aplikace
navrzeného kompozitu s MSJ byla provedena pouze do malého ohniska kontaminace CIE.

Lokalita Spolchemie je velmi rozsahla a paralelné zde probiha vice riznych sanacnich zasahu.
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4.1.3 Fyzikalné-chemické parametry

V nasledujicich tabulkach ¢. 5 — 8 jsou hodnoty hladiny podzemni vody a naméfenych

tyzikalné-chemickych parametri: hodnota pH, oxidacné redukcni potencial (ORP)

a vodivost ze vSech deseti odbért lokality Spolchemie. Hladina podzemni vody je dulezity

ukazatel, ktery muze souviset s piitomnosti specifickych bakterialnich skupin. Bé¢hem

monitoringu byla hladina podzemni vody téméf stabilni a pohybovala se okolo 3 m

od povrchu zemé (tab. 5). Hodnota pH se pohybovala okolo neutralnich hodnot s drobnymi

vykyvy na mirné kyselé i mirné zasadité prostredi (tab. 6). ORP vykazoval spise redukéni

podminky prostfedi (zaporné hodnoty) ve vsech vrtech s vyjimkou vrtu KJ-3, kde byl

potencial ve vétsiné odbéra spiSe mirné oxidacniho charakteru (tab. 7). Elektricka vodivost

dosahovala po celou dobu monitoringu vyssich hodnot (tab. 8). Tento fakt podtrhuje

potencial lokality pro aplikaci elektrického proudu.

Tabulka 5 — Hladina podzemni vody v jednotlivych monitorovanych vrtech

Nazev Hladina podzemni vody [m]
vrtu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
AWS5-57 3,0 3,1 33 32 3,2 3,1 3,2 2,8 2,6 2,6
AWS5-58 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 2,9 2,7 2,6 2,7
AWS5-60 3,0 3,0 34 3,0 3,0 3,0 3,0 2,7 2,6 2,6
AWS5-61 3,0 3,0 31 3,0 3,0 3,1 3,0 2,7 2,6 2,4
AWS5-62 3,0 3,1 3,1 3,0 3,0 3,0 3,0 2,7 2,7 2,5
KJ-3 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 2,9 2,6 2,7 2,6
Tabulka 6 — Hodnoty pH v jednotlivych monitorovanych vrtech
Nazev Hodnoty pH
vrtu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
AWS5-57 6,0 59 6,6 6,7 6,8 7,0 6,7 6,2 6,7 6,9
AWS5-58 6,5 6,5 6,7 7,6 7,9 7,6 6,9 6,8 8,3 8,3
AWS5-60 6,1 6,1 6,8 6,8 74 7,7 7,5 6,6 8,1 7,0
AWS5-61 59 59 6,7 7,0 7,0 7,0 74 6,4 6,9 6,7
AWS5-62 5,7 58 6,4 6,3 6,5 6,7 6,6 6,2 6,4 7,1
KJ-3 6,5 6,5 6,6 6,8 6,9 7,1 6,8 7,0 7,3 7,2
Tabulka 7 — Oxida¢n¢ redukéni potencial v jednotlivych monitorovanych vrtech
Nazev ORP [mV]
vrtu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
AWS5-57 -73 -104 -115 -135 -15 -8 -7 -111 113 -85
AWS5-58 -175 -97 -148 -202 -212 -114 -116 -171 -246 -141
AWS5-60 -110 -127 -173 -169 -146 -211 -183 -167 -222 -124
AWS5-61 -272 -116 -189 -174 -130 -114 -160 -154 -137 -41
AWS5-62 -137 -114 -320 -141 -36 -93 -154 -319 -76 -64
KJ-3 -2 21 8 3 15 16 -4 91 -17 -32
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Tabulka 8 — Vodivost v jednotlivych monitorovanych vrtech

Nazev Vodivost [mS/mm)]

vrtu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
AWS5-57 451 445 287 267 266 290 263 390 223 246
AW5-58 371 348 288 212 189 260 301 408 357 174
AWS5-60 434 426 278 332 205 151 226 438 230 299
AWS5-61 395 398 313 337 332 351 327 428 225 331
AW5-62 457 457 310 365 357 317 321 386 230 277

KJ-3 425 427 438 470 372 352 373 159 127 168

4.1.4 Chemicka analyza

Chemicka analyza je shrnuta v nasledujicich tabulkach ¢. 9 — 14. Testovany byly
kontaminanty tetrachloreten (PCE), trichloreten (TCE), dichloreten (DCE), vinyl-chlorid
(VC) a produkty jejich degradace eten a metan. Ve tfetim odbéru (1. 8. 2018) nebyla chemicka
analyza provedena z divodu tésné navaznosti dalstho odbéru, pficemz hodnoty koncentrace
jednotlivych sloucenin by byly velmi podobné.

PCE koncentrace byla celkové po celou dobu monitoringu relativaé nizka a stabilni
s mirnym poklesem v pozd¢jsi dobé po aplikaci (tab. 9). TCE koncentrace (tab. 10) spolecné
se souctem koncentrace cis- a transDCE (tab. 11) se po aplikaci cinidla vyrazné snizila, coz
vedlo ke zvyseni produktu jejich biodegradace, VC (tab. 12), eten (tab. 13) a metan (tab. 14).
Koncentrace VCi etenu v pozdéjsich odbérech mirné klesala, coz je v pfipadé toxického VC

dobrym ukazatelem biodegradace.

Tabulka 9 — Koncentrace PCE v jednotlivych monitorovanych vrtech

Nazev PCE [ug/1]
vrtu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
AWS5-57 18 12 - 76 2 2 2 9 4 5
AWS5-58 2 5 - 41 1 1 0 3 2 4
AWS5-60 76 94 - 55 1 1 2 4 2 9
AWS5-61 2 2 - 36 1 1 1 2 2 3
AWS5-62 1 1 - 29 1 2 2 2 6 7
KJ-3 183 122 - 200 146 139 189 298 37 78
Tabulka 10 — Koncentrace TCE v jednotlivych monitorovanych vrtech
Nazev TCE [ug/l]
vrtu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
AWS5-57 | 10700 5570 - 13 12 7 20 20 100 466
AWS5-58 86 55 - 9 3 12 17 7 11 415
AWS5-60 | 10200 5710 - 87 40 68 156 169 138 852
AWS5-61 385 176 - 7 3 5 6 3 5 425
AWS5-62 21 250 - 6 8 48 41 66 59 455
KJ-3 1030 437 - 518 480 411 171 601 134 407
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Tabulka 11 — Suma koncentraci DCE v jednotlivich monitorovanych vrtech

Nazev Suma DCE [pg/1]
vrtu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
AWS5-57 | 54400 | 45300 - 14 600 11700 12 100 19900 26 300 15200 9 660
AWS5-58 | 19500 14 700 - 1250 859 5280 8170 11100 5740 5790
AWS5-60 | 34500 24 400 - 4570 3060 3930 5310 9430 5880 5790
AWS5-61 | 11700 11100 - 2930 4390 4140 2690 5840 1680 2590
AWS5-62 | 7920 7060 - 2130 1710 2130 2740 3960 919 1190
KJ-3 1840 976 - 1310 1070 1180 545 1890 589 1070
Tabulka 12 — Koncentrace VC v jednotlivich monitorovanych vrtech
Nazev VC[ug/ll
vrtu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
AWS5-57 4330 3570 - 3460 996 932 3690 2240 3190 1630
AWS5-58 4680 3130 - 2520 2240 4380 5470 6030 4440 1600
AWS5-60 1670 1190 - 2380 3690 3160 3380 1500 171 262
AWS5-61 1780 1710 - 1090 1440 1330 1170 1740 800 1300
AWS5-62 1380 1140 - 895 981 768 877 952 396 486
KJ-3 126 86 - 100 68 46 48 103 48 18
Tabulka 13 — Koncentrace etenu v jednotlivich monitorovanych vrtech
Nazev Eten [ug/I]
vrtu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
AWS5-57 431 158 - 122 501 100 3870 213 252 134
AWS5-58 601 465 - 2100 4750 3400 9460 5110 2600 2960
AWS5-60 138 114 - 826 5090 3840 7420 816 8 32
AWS5-61 251 230 - 895 1210 473 1010 424 168 445
AWS5-62 129 146 - 686 1190 351 425 286 62 75
KJ-3 9 9 - 11 12 10 14 25 <5 <5
Tabulka 14 — Koncentrace metanu v jednotliviych monitorovanych vrtech
Nazev Metan [pg/1]
vrtu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
AWS5-57 53 14 - 7 110 104 1580 95 696 333
AWS5-58 33 32 - 49 81 281 1110 356 636 593
AWS5-60 29 30 - 28 183 402 1080 295 <5 19
AWS5-61 89 85 - 62 268 144 328 149 358 1620
AWS5-62 38 46 - 48 309 117 205 200 201 196
KJ-3 89 151 - 188 234 290 489 813 20 59

4.1.5 Molekularné geneticka analyza

Vysledky molekularné genetické analyzy jsou

a na obrazcich ¢. 10 — 15.

uvedeny v tabulkach ¢. 15, 16

Maximalni objem zfiltrovaného vzorku podzemni vody byl po dobu monitoringu

téméf stabiln{ (tab. 15). Nedoslo tedy k ovlivnéni sana¢nim zasahem, kdy by nardst biomasy

mohl zpusobit kolmataci péra membranového filtru, a tedy sniZeni filtrovaného objemu.

Vysledna koncentrace DNA detekovana v jednotlivych vzorcich byla prepoctena na zakladé
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normalizace na vstupn{ zfiltrovany objem podzemni vody (tab. 16). Ziskané DNA vytézky
se taktéz béhem monitoringu pfili§ neménily. Vyjimkou byl jen ctvrty poaplikacni odbér
(8. 8.2018) z vrtu AW5-60, kdy doslo k aplnému vymizeni veskeré DNA. To mohlo byt
zpusobeno bud’ chybou odbéru, moznou chybou pifi izolacnim procesu anebo externim
zasahem na lokalité, ktery ovlivnil i tento vrt. Posledni aspekt v§ak nebyl potvrzen, tudiz byl

tento odbér pii hodnoceni ignorovan.

Tabulka 15 — Objem podzemni vody v jednotlivych monitorovanych vrtech

Nazev Objem [I]
vrtu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
AWS5-57 0,45 0,47 0,38 0,49 0,48 0,49 0,47 0,51 0,50 0,30
AWS5-58 0,50 0,48 0,47 0,30 0,40 0,49 0,49 0,48 0,40 0,20
AWS5-60 0,50 0,49 0,48 0,40 0,50 0,30 0,47 0,40 0,50 0,20
AW5-61 0,48 0,47 0,48 0,49 0,48 0,49 0,48 0,49 0,45 0,53
AW5-62 0,50 0,45 0,48 0,49 0,49 0,50 0,50 0,50 0,53 0,53
KJ-3 0,49 0,50 0,47 0,50 0,50 0,48 0,50 0,50 0,53 0,53

Tabulka 16 — Koncentrace DNA normalizovana na vstupni objem v jednotlivych monitorovanych vrtech

Nazev VytéZek DNA [ug/ul]

vrtu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
AWS5-57 2,2 2,9 0,1 2,8 20,2 19,2 11,7 11,0 45 11,7
AWS5-58 1,8 1,8 44 13,1 12,2 43 3,6 2,3 1,7 17,8
AW5-60 1,3 0,9 2,3 0 2,4 26,4 9,4 15,6 2,0 254
AWS5-61 2,0 0,9 2,8 2,1 4,7 2,5 6,6 3,2 4,0 9,0
AWS5-62 2,4 1,7 4,4 5,6 17,3 4,7 5,0 4,6 5,8 6,3

KJ-3 3,4 0,8 2,0 1,1 3,1 13 1,3 2,2 1,1 1,2

Vysledky qPCR analyzy jsou vyjadfeny jako relativni kvantifikace specifickych bakterii
v poaplikacnich vzorcich vztazena k prvnimu, pfedaplika¢nimu, odbéru (2. 7. 2018). Takto
je v grafech znazornén narust nebo pokles bakterialni biomasy oproti pfedaplikacnimu stavu
v logaritmickém méfitku.

Univerzalni marker UT6SRT slouzi jako ukazatel celkové bakterialni biomasy pfitomné
v piislusném vzorku (obr. 10). Kjeho vyraznému poklesu doslo ve vzorku AWS5-57
po sanacnim zasahu (1. 8. 2018). Jinak ma celkova bakterialni biomasa charakter mirné
vzrustajici poc¢inaje mésicem od aplikace a v pozdéjsich odbérech spise ustaleny trend zpét

k puvodnim hodnotam detekce.
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Obrazek 10 — Relativni kvantifikace celkové bakterialnf biomasy (marker U16SRT) v case

Enzymy bveA (obr. 11) a verA (obr. 12) Gcastnic se rozkladu VC na eten byly oba mirné
vzristajictho trendu pocinaje mésicem po aplikaci nanokompozitu s MS]. Pokles byl
zaznamenan u vzorku AW5-62 v pfipadé enzymu bveA, a to po celou dobu od aplikace.
V pozdé¢jsich odbérech byl enzym bveA téméet u vsech vzorku detekovan na nizsi urovni nebo
srovnateln¢ s predaplikacnim stavem. Oproti tomu enzym w4 mél spiSe vzrastajici detekei
po celou dobu od aplikace.

Sledovana aktivita VC reduktazy pravdépodobné zamezila obecné velmi casté
akumulaci toxického VC (tab. 12) a rozlozila jej na netoxicky eten (tab. 13). Tudiz doslo
k biodegradaci VC az na zakladni produkty. To je také cilem uspésného sanacniho zasahu

a prokazuje tak efektivitu vybraného postupu.
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Obrazek 11 — Relativni kvantifikace VC reduktazy (enzym bweA) v Case
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Obrazek 12 — Relativni kvantifikace VC reduktazy (enzym verA) v case

Specifické bakterie Dehalococcoides (marker DHC-RT), Desulfitobacterium (marker Dsb) a
Debalobacter (marker Dre) jsou schopné degradovat PCE a TCE na DCE a Debalococcoides az
na eten. Hladina Debalococcoides sp. po sanacnim zasahu byla, podobné jako enzym werA,
vzrustajictho trendu (obr. 13). V pozdé¢jsich odbérech byl vsak efekt aplikace postupné
utlumen. Detekované mnozstvi bylo srovnatelné s puvodni hodnotou specifické mikroflory
nebo dokonce klesajici, a to ve vzorku AW5-57 z 1. 8. 2018 a AW5-62 v poslednich
odbérech.
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Ackoli byla vétsina kontaminace tvofena prave hufe redukovatelnym DCE (tab. 11),
doslo k masivnimu poklesu jeho koncentrace a zaroven nartastu produktd dehalogenaéniho

procesu: VC (tab. 12), eten (tab. 13) a metan (tab. 14).
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Obrazek 13 — Relativni kvantifikace Debalococcoides sp. (DHC-RT) v case

Desulfitobacterinm sp. (obr. 14) a Debalobacter sp. (obr. 15) byly detekovany spise
ve stabilnim nebo klesajicim trendu s mirn¢ kolisajicim charakterem. Tento aspekt byl
pravdépodobné zapficinén poklesem PCE a TCE, jez tyto bakterialni kmeny rozkladajf (tab.

9, 10). Po jejich vymizeni doslo také k poklesu piislusnych bakterif a uvolnéni mista pro jiné

bakterie.
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Obrazek 14 — Relativn{ kvantifikace Desulfitobacterinum sp. (Dsb) v case
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Dehalobacter sp.
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Obrazek 15 — Relativni kvantifikace Debalobacter sp. (Dre) v case

Po aplikaci kompozitu s MS] doslo k pfechodnému negativnimu vlivu na mikrofléru
podzemni vody s rychlym nartstem mikroorganismu nad puvodné detekované hodnoty
pravdépodobné zptusobené natokem nové vody. Nartust mikroorganismu byl predpokladan
na zaklad¢ pfirozeného procesu natoku podzemni vody z okoli, pficemz aplikovany
detergent se pravdépodobné rychle vyplavil a proto dale nedochazelo k inhibici specifické
mikroflory. Doslo tedy ke kvantitativnimu nartstu mikroflory a tedy podpote biodegradace
CIE kontaminantu.

Z biologického hlediska je aplikace samotného nZVI nepfipustna pro podporu
biodegradace, avsak pfi kombinaci s MSJ substratem byla prokazana funkénost této
kombinace, kdy MS]J s nejvétsi pravdépodobnosti udrzovalo pH lokality. Hodnota pH
lokality po sanaci nZVI za podpory DC totiz neklesala a umoznovala tak obnovu
autochtonni mikroflory.

Pro porovnani efektivity sanacniho zasahu lze uvést destrukéni ucinek samotného
nZVI a elektrického proudu, jak bylo aplikovano na lokalit¢ kontaminované CIE mezi léty
2015 — 2017 (Vlkova et al. 2018). nZVI s elektrickym proudem zménilo hodnotu pH dané
lokality do kyselé oblasti (pH okolo 3) a tim zcela znemoznilo mikroorganismum pfezit.
Po odeznéni ucinkt doslo k natoku mikroorganismu z okoli a obnoveni pfirozené atenuace
lokality.

Jelikoz je nZVI povazovano za toxické cinidlo, je jeho vylu¢na aplikace kombinovana
s jinymi ¢inidly, at’” uz za tcelem redukce toxického ucinku, snizeni aplikované koncentrace
nebo zamezeni tvorby agregatu. Zaroven je pro ucely bioremediace vyhodnéjsi jeho negativni

efekt na mikroorganismy omezit a pfitom zohlednit moznou finanéni usporu.
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4.2 Lokalita Novy BydZov
4.2.1 Laboratorni testy — vybér sanacniho ¢inidla

Vsechny testované organické substraty vedly k narastu bakterialniho osidleni, pficemz
nejvétsi vliv na celkovou biomasu byl pozorovan v pfipadé syrovatky. U ostatnich substrata
byl narast biomasy mensi, po fad¢ PHB, glycerol a nejmén¢ u laktatu. Konkrétné
dehalogenaéni bakterie naopak po 42 dnech u syrovatky narostly v nejmensim meéfitku.
Duvodem je pfedpoklad, Ze vSechny toxické kontaminanty byly rychle po aplikaci rozlozeny,
a tak nakonci experimentu jiz nemély moznost vyrazné proliferovat. Tento fakt byl
upfednostnén pfed jinymi moznymi aspekty a syrovatka byla vybrina pro sanacni zasah

na realné lokalité.

4.2.2 Sanacni zasah

Na zakladé vysledku laboratornich testa byla na lokalit¢ Novy Bydzov naplanovana
aplikace syrovatky ve tfech raznych kolech: 3. 10. 2017, 5. 12. 2017 a 25. 5. 2018. V prvnich
dvou kolech bylo aplikovino 30 m’ syrovatky a v poslednim 15 m’, dohromady tedy 75 m’
syrovatky béhem sedmi mésict.

Podobné jako u lokality Spolchemie, byla sledovana hladina dehalogenac¢nich bakterii
molekularné genetickymi metodami, a to jak pomoci qPCR, tak i pomoci NGS. Spolec¢né
s molekularné genetickou analyzou byla opét méfena hladina podzemni vody, fyzikalné-
chemické parametry (pH, ORP, vodivost) 1 koncentrace kontaminanta (TCE, PCE, suma
DCE, VC, eten a metan).

Monitoring byl zapocat 25. 9. 2017 odbérem vzorka pfedaplikacnich. 3. 10. 2017
prob¢hla prvnf aplikace syrovatky a poté nasledovaly dva poaplika¢ni monitorovaci odbéry
s mesienim odstupem. Druhd davka syrovatky byla aplikovana 5. 12. 2017, nasledovana
¢tyfmi poaplika¢nimi monitorovacimi odbéry opét s mésicnimi odstupy. Posledni aplikace
prob¢hla 25.5. 2018 a po nf nasledovalo sedm dalsich monitorovacich kol az do konce
bfezna 2019. Pfehledna tabulka ¢. 17 shrnuje provedeny monitoring podzemni vody

na lokalit¢ Novy Bydzov.
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Tabulka 17 — Pfehled odbéru vzorki lokality Novy Bydzov

Odbér Datum

1 predaplika¢ni| 25.09.2017
1. aplikace 03.10.2017

2 .., |26.10.2017

poaplikaéni

3 22.11.2017
2. aplikace 05.12.2017

4 11.01.2018
5 .., 121.02.2018

poaplikaéni

6 27.03.2018
7 02.05.2018
3. aplikace 25.05.2018
03.07.2018

9 08.08.2018
10 11.10.2018
11 poaplika¢ni [29.11.2018
12 29.01.2019
13 26.02.2019
14 29.03.2019

Pii hodnocen{ vysledkua je tfeba brat v uvahu, Ze lokalita Novy Bydzov je trvale
osidlena a samotné vrty jsou v blizkosti obcanské vybavenosti véetné napt. zakladni skoly.

Veskeré prace tudiz musely byt konzultovany s vlastniky pozemkd, u nichz se vrty nachazeji

a planovana sanace navic musela byt vzhledem k prostfedi co nejsetrnéjsi.

4.2.3 Fyzikalné-chemické parametry

V nasledujicich tabulkach ¢. 18 — 21 jsou shrnuty hodnoty hladiny podzemni vody
a fyzikalné-chemické parametry: hodnoty pH, oxida¢né redukéni potencial (ORP) a vodivost
ze vSech c¢trnacti odbéra lokality Spolchemie. Hladina podzemni vody byla po celou dobu
monitoringu stabilni (tab. 18), jen s drobnymi vychylkami nejspi$ vzhledem k sezénnim
vlivim. Ve dvou odbérech nebyla hladina podzemni vody zméfena z divodu nefunkcéniho
hloubkoméru (8. 8. 2018 a 29. 3. 2019). Hodnota pH lokality byla po celou dobu v neutralni
oblasti, a tudiz optimalni pro dehalogena¢ni mikroorganismy (tab. 19). ORP (tab. 20)
spole¢né s vodivosti (tab. 21) ukazoval spiSe na redukéni podminky prostfedi. Tato data byla
po celou dobu téméf stabilni, pouze s vyjimkou vzriastu vodivosti ve vzorku MR-1 ke konci

roku 2018.
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Tabulka 18 — Hladina podzemni vody v jednotlivich monitorovanych vrtech

Nazev Hladina podzemni vody [m]

vrtu 1 2 3 4 5 6 7
MR-1 3,8 3,5 33 3,5 3,7 3,8 39
MR-2 3,6 3,8 3,4 43 4,5 44 4,7
MR-4 3,7 34 3,0 3,5 3,5 3,5 3,9
MR-5 3,5 34 2,9 3,0 34 3,5 3,6
MR-6 3,8 4,2 3,0 2,7 - 3,5 33
Nazev Hladina podzemni vody [m]

vrtu 8 9 10 11 12 13 14
MR-1 4,3 - 3,7 3,5 34 34 -
MR-2 4,7 - 3,8 3,7 3,5 3,5 -
MR-4 3,6 - 3,5 34 3,2 3,2 -
MR-5 3,6 - 3,5 34 3,2 33 -
MR-6 - - 3,6 34 31 33 -

Tabulka 19 — Hodnoty pH v jednotlivich monitorovanych vrtech

Nazev Hodnoty pH

vrtu 1 2 3 4 5 6 7
MR-1 71 7,2 7,0 6,7 6,9 6,9 6,7
MR-2 7,0 6,3 6,4 6,6 6,8 6,8 6,7
MR-4 6,9 6,6 7,0 7,1 74 7,3 74
MR-5 7,0 7,1 7,6 7,4 7,4 7,1 6,9
MR-6 6,9 5,7 6,0 6,6 6,8 6,8 6,8
Nazev Hodnoty pH

vrtu 8 9 10 11 12 13 14
MR-1 5,6 6,0 6,6 6,6 6,6 6,2 6,2
MR-2 6,5 6,7 6,8 6,8 6,8 6,2 6,3
MR-4 7,0 6,9 7,3 6,6 6,9 6,2 6,2
MR-5 6,8 6,8 7,0 6,8 6,8 6,3 6,3
MR-6 6,6 6,5 6,8 6,6 6,6 6,2 6,2

Tabulka 20 — Oxida¢né redukéni potencidl v jednotlivych monitorovanych vrtech

Nazev ORP [mV]

vrtu 1 2 3 4 5 6 7
MR-1 -109 -113 -152 -112 -139 -114 -157
MR-2 -61 -132 -167 -135 -126 -110 -290
MR-4 -85 -149 -134 -148 -169 -152 -186
MR-5 51 -133 -204 -178 -197 -163 -183
MR-6 -122 -95 -133 -136 -155 -156 -292

52




Nazev ORP [mV]

vrtu 8 9 10 11 12 13 14
MR-1 -110 -130 -62 -186 -126 -85 -138
MR-2 -239 -203 -86 -177 -164 -145 -135
MR-4 -198 -168 -112 -181 -121 -100 -89
MR-5 -213 -181 -87 -179 -111 -107 -106
MR-6 -123 -185 -90 -174 -136 -118 -112

Tabulka 21 — Vodivost v jednotlivych monitorovanych vrtech

Nazev Vodivost [uS/mm]

vrtu 1 2 3 4 5 6 7
MR-1 174 199 323 421 233 200 170
MR-2 121 324 664 270 206 162 122
MR-4 137 370 243 226 152 167 146
MR-5 231 327 227 221 213 210 194
MR-6 219 459 475 304 291 305 292
Nazev Vodivost [uS/mm]

vrtu 8 9 10 11 12 13 14
MR-1 785 433 313 1180 88 136 123
MR-2 90 78 84 45 27 90 90
MR-4 135 139 139 135 147 152 164
MR-5 168 179 177 178 180 178 179
MR-6 296 276 203 184 170 162 162

4.2.4 Chemicka analyza

Chemicka analyza je shrnuta v nasledujicich tabulkach ¢. 22 — 27. Testovany byly,
obdobn¢ jako v pfipadé lokality Spolchemie, tetrachloreten (PCE), trichloreten (TCE),
dichloreten (DCE), vinyl-chlorid (VC) a produkty jejich degradace eten a metan.
V poslednim odbéru (29. 3. 2019) nebyla chemicka analyza provedena z davodu poruchy
piistroje.

Koncentrace PCE (tab. 22) a TCE (tab. 23) byla u vétsiny sledovanych vzorkta nizka
a po aplikaci syrovatky klesla u tfi vzorkt az pod detekcni limit. Pouze ve vzorku MR-5 byla
indikovana vzrustajici a posléze klesajici koncentrace, pficemz hodnota se vratila k pocatecni.
Obdobné tomu bylo i v ptipadé souctu cis- a transDCE izomeru (tab. 24) a koncentrace VC
(tab. 25), kde byla vsak kone¢na hodnota koncentrace ve vzorku MR-5 vicenasobné vyssi
nez pocatecni. Koncentrace etenu jako produktu uspésné degradace CIE meéla taktéz
obdobny trend jako ostatni sledované chlorované slouceniny (tab. 26). Dva z péti vrta

vykazovaly podlimitni koncentraci na konci monitoringu, ostatni vrty mély obdobnou
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koncentraci, jako na pocatku. Co se tyc¢e koncentrace metanu, v tomto pifpad¢ doslo

k mirnému nartstu nejspis vzhledem k degradaci vyse zminénych CIE (tab. 27).

Tabulka 22 — Koncentrace PCE v jednotlivych monitorovanych vrtech

Nazev PCE [ug/1]

vrtu 1 2 3 4 5 6 7
MR-1 24 40 119 3 1 <1 <1
MR-2 2 <1 3 2 1 <1 <1
MR-4 16 46 47 7 50 14 113
MR-5 843 29 224 311 1150 1290 2390
MR-6 2 7 11 4 8 6 19
Nazev PCE [ug/l]

vrtu 8 9 10 11 12 13 14
MR-1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 -
MR-2 <1 <1 <1 <1 <1 <1 -
MR-4 528 356 80 138 81 67 -
MR-5 4190 4 600 561 1000 1350 1050 -
MR-6 41 27 2 <1 7 7 -

Tabulka 23 — Koncentrace TCE v jednotlivych monitorovanych vrtech

Nazev TCE [pg/1]

vrtu 1 2 3 4 5 6 7
MR-1 3 8 17 1 <1 <1 <1
MR-2 1 3 3 1 <1 <1 <1
MR-4 6 64 75 8 13 3 42
MR-5 70 485 192 63 244 443 840
MR-6 3 2 3 1 1 <1 4
Nazev TCE [pg/1]

vrtu 8 9 10 11 12 13 14
MR-1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 -
MR-2 <1 <1 <1 <1 <1 <1 -
MR-4 304 121 10 20 2 5 -
MR-5 1300 1880 89 85 127 124 -
MR-6 5 6 <1 <1 <1 <1 -
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Tabulka 24 — Suma koncentraci DCE v jednotlivych monitorovanych vrtech

Nazev Suma DCE [pg/I]
vrtu 1 2 3 4 5 7
MR-1 223 824 510 5 6 <1
MR-2 3 7 9 3 2 <1
MR-4 9 224 773 265 352 67 240
MR-5 92 168 980 788 1280 1550 1380
MR-6 46 19 10 26 7 4 4
Nazev Suma DCE [pg/I]
vrtu 8 9 10 11 12 13 14
MR-1 2 4 <1 <1 <1 <1 -
MR-2 <1 <1 <1 <1 <1 <1 -
MR-4 1060 851 197 179 92 119 -
MR-5 4110 4570 649 613 931 930 -
MR-6 31 25 450 5 <1 <1 -
Tabulka 25 — Koncentrace VC v jednotlivich monitorovanych vrtech
Nazev VC [pg/l]
vrtu 1 2 3 4 5 6 7
MR-1 154 247 234 <1 <1 <1 <1
MR-2 <1 5 5 <1 <1 <1 <1
MR-4 5 11 36 31 74 46 178
MR-5 6 4 10 24 73 141 138
MR-6 61 18 5 <1 <1 <1 <1
Nazev VC [pg/l]
vrtu 8 9 10 11 12 13 14
MR-1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 -
MR-2 <1 <1 <1 <1 <1 <1 -
MR-4 420 222 159 109 56 40 -
MR-5 302 353 108 86 162 164 -
MR-6 10 13 238 12 <1 <1 -
Tabulka 26 — Koncentrace etenu v jednotlivych monitorovanych vrtech

Nazev Eten [pg/1]

vrtu 1 2 3 4 5 6 7
MR-1 19 41 71 <2 <2 <2 <2
MR-2 77 18 8 <2 <2 <2 <2
MR-4 4 5 12 38 52 18 26
MR-5 4 6 4 11 47 121 108
MR-6 <2 <2 4 5 <2 <2 <2
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Nazev Eten [pg/1]

vrtu 8 9 10 11 12 13 14
MR-1 <2 <2 <2 <2 <2 <2 -
MR-2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 -
MR-4 53 65 90 34 23 25 -
MR-5 175 323 80 54 42 35 -
MR-6 2 8 178 104 20 5 -

Tabulka 27 — Koncentrace metanu v jednotlivich monitorovanych vrtech

Nazev Metan [pg/l]

vrtu 1 2 3 4 5 6 7
MR-1 3700 2910 7 680 13 600 14 900 15700 16 700
MR-2 11100 4 380 9940 7 260 14 000 14 900 21900
MR-4 9770 11 200 13100 16 300 15 800 15500 17 000
MR-5 1030 2 060 8070 14 200 14 600 15700 22100
MR-6 1840 5670 8570 13 300 14 000 13 500 17 200

Nazev Metan [pg/l]
vrtu 8 9 10 11 12 13 14
MR-1 8370 16 800 24 600 16 100 24100 18 900 -
MR-2 23 600 26 900 19 600 15 300 12 600 10 500 -
MR-4 16 200 17 500 9900 5100 6 560 9830 -
MR-5 17 700 25100 20500 17 900 6780 14 100 -
MR-6 21 500 30900 26 800 22900 23 200 2360 -

4.2.5 Molekularné geneticka analyza - qPCR

Vysledky molekularné genetické analyzy jsou zobrazeny v nasledujicich tabulkidch
¢. 28, 29 a grafech na obrazcich ¢. 16 — 23.

Vzhledem k aplikaci syrovatky byl objem zfiltrovaného mnozstvi u nékterych vzorka
podzemni vody rozdilny (tab. 28). V ptipad¢ vzorku MR-2 a MR-5 byl objem zfiltrovaného
vzortku redukovan jiz po prvni aplikaci, v pfipadé vzorku MR-1 doslo ke sniZzeni
zfiltrovaného objemu az po tfetf aplikaci. Tento aspekt se dal ocekavat vzhledem k hustoté
aplikovaného substratu, ktery velmi rychle vyplnil pory ve filtru, a tudiz nebylo mozné
zfiltrovat vétsi mnozstvi vzorku pfes jednu membranu v realném case.

Koncentrace DNA byla pfepoctena na zakladé normalizace na vstupni zfiltrovany
objem podzemni vody (tab. 29). Vytézek DNA ziskany ze zfiltrovaného mnozstvi kazdého
vzorku potvrzuje pfedpokladany narast mikroorganismu po aplikaci syrovatky. Tento nartst
lze pozorovat i v poslednim odbéru, pfestoze nejmasivnéjsi nartst byl zjistén v obdobi tésné

poaplikac¢nim.
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Tabulka 28 — Objem podzemni vody v jednotlivich monitorovanych vrtech

Nazev Objem [I]

vrtu 1 2 3 4 5 6 7
MR-1 0,53 0,52 0,55 0,53 0,50 0,32 0,54
MR-2 0,53 0,09 0,20 0,20 0,30 0,13 0,30
MR-4 0,53 0,30 0,54 0,30 0,30 0,30 0,40
MR-5 0,54 0,09 0,40 0,40 0,50 0,40 0,54
MR-6 0,54 0,10 0,20 0,10 0,30 0,10 0,10
Nazev Objem [I]

vrtu 8 9 10 11 12 13 14
MR-1 0,03 0,03 0,04 0,05 0,25 0,30 0,20
MR-2 0,40 0,51 0,56 0,57 0,57 0,57 0,56
MR-4 0,50 0,51 0,56 0,57 0,57 0,57 0,57
MR-5 0,40 0,30 0,56 0,50 0,57 0,56 0,57
MR-6 0,54 0,08 0,30 0,35 0,30 0,40 0,25

Tabulka 29 — Koncentrace DNA normalizovana na vstupni objem v jednotlivich monitorovanych vrtech

Nazev Vytézek DNA [pg/ul]

vrtu 1 2 3 4 5 6 7
MR-1 1,1 43 6,4 11,8 16,8 23,6 10,1
MR-2 3,5 104,9 18,1 49,8 20,0 33,9 23,3
MR-4 4,2 17,9 53,3 20,5 22,1 28,7 16,4
MR-5 1,5 143,3 74,0 27,0 12,3 28,5 17,0
MR-6 2,4 82,0 102,0 165,0 55,3 144,0 174,0
Nazev Vytézek DNA [pg/ul]

vrtu 8 9 10 11 12 13 14
MR-1 73,0 182,7 317,5 210,0 68,0 48,0 28,2
MR-2 37,8 12,3 54 5,2 4,7 2,5 59
MR-4 20,0 17,3 134 14,3 49 6,5 5,0
MR-5 8,9 20,8 20,4 13,9 12,5 8,2 9,6
MR-6 5,2 132,5 66,0 25,4 25,3 17,7 19,8

Vysledky qPCR metody jsou vyjadfeny jako relativni kvantifikace specifickych bakterif
v poaplikacnich vzorcich vzhledem k prvnimu, referencnimu, odbéru (25. 9. 2017). Timto
zpusobem lze z grafa vycist narast nebo pokles bakterialni biomasy oproti pfedaplikacnimu
stavu v logaritmickém meéfitku. Vzhledem k velmi rozdilnym hodnotam filtrovaného
mnozstvi je nutné brat zfetel na zjisténé hodnoty. I pfes normalizaci na vstupni mnozstvi 1ze
totiz pfedpokladat vétsi chybu pfi stanoveni relativnich trendu.

Univerzalni marker UI6SRT je ukazatelem celkové bakterialni biomasy pfitomné
v piislusném vzorku (obr. 16). Po aplikaci syrovatky doslo k jeho narastu v case, pficemz

nejvetsi narast byl ve vsech vzorcich pozorovan po prvni aplikaci (odbér 26. 10. 2017).
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Nejvyraznéjsi narast byl pozorovan ve vrtu MR-1 po tfetf aplikaci (odbér 8. 8. 2018). Oproti
tomu nejmensi ovlivnéni biomasy bylo zaznamenano ve vrtu MR-2. V pozdéjsich odbérech

se hladina celkové bakterialni biomasy u vsech vzorkut ustalovala na pavodnich hodnotach.
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Obrazek 16 — Relativni kvantifikace celkové bakteridlni biomasy (marker U16SRT) v case

Enzymy bveA (obr. 17) a verA (obr. 18) acastnici se pfedevsim rozkladu VC na eten
mély po aplikaci syrovatky mirné rostouci charakter. Nejvétsi nartist byl pozorovan u vzorku
MR-5, kde hodnoty vzrostly az 100 000 nasobné jiz po druhé aplikaci syrovatky. Vysledky
tak koreluji s chemickou analyzou, kde pravé ve vzorku MR-5 doslo k narastu koncentrace
VC béhem bioremediace (tab. 25). V ostatnich pfipadech byla pozorovana stabilita specifické
biomasy nebo ubytek vzhledem k poklesu koncentrace VC. Pii detekci enzymu zerAd byl
navic zjiStén narustajici trend ve vzorcich MR-4 a MR-6, coz vzhledem k vysledkim
z chemické analyzy pravdépodobné znamena, Ze doslo k natoku podzemni vody
s mikroorganismy z prostfedi. Naopak ve vzorku MR-2 dokonce doslo k mirnému poklesu
tohoto enzymu v pozd¢jsich odbérech a tudiz se dd opét predpokladat, ze doslo k natoku

podzemni vody.
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Obrazek 17 — Relativni kvantifikace VC reduktazy (enzym bveA) v ¢ase
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Obrazek 18 — Relativni kvantifikace VC reduktazy (enzym verA) v Case

Specifické bakterie Dehalococcoides (marker DHC-RT), Desulfitobacterinm (marker Dsb)
a Debalobacter (marker Dre) jsou schopné degradovat PCE a TCE na DCE a Dehalococcoides az.
na eten. Hladiny Debalococcoides sp. byly, podobné jako enzym verA, vzristajictho charakteru
(obr. 19), nejvyraznéji ve vzorku MR-5 po druhém sana¢nim zasahu (odbér 11. 1. 2018).
Mirny narast byl, obdobné jako u enzymu verA, pozorovan ve vzorku MR-4 a MR-6, pficem?z

ve vzorku MR-2 byl v pozdéjsich odbérech detekovan mirny pokles specifické biomasy.
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Obrazek 19 — Relativni kvantifikace Debalococcoides sp. (DHC-RT) v case

U markert pro Desulfitobacterium sp. (obr. 20) a Dehalobacter sp. (obr. 21) byl po aplikaci
syrovatky taktéz detekovan vzrustajici trend, opét nejvice ve vzorku MR-5. Ostatni vzorky
ale také vykazovaly nartst specifické biomasy, pficemz v pozdé¢jsich odbérech byl tento
narast postupné snizovan az k hodnotam blizkym ptavodnimu stavu pfed aplikaci nebo
dokonce k mirnému poklesu v pfipadé detekce bakterialntho kmene Dehalobacter. Nejmensi
vliv syrovatky byl v ptipadé Desulfitobacterium pozorovan ve vzorku MR-6 a MR-2,
pro Debalobacter MR-4 a MR-2. Tyto vysledky zaroven koreluji s chemickou analyzou (tab. 22,
23), kdy klicové kontaminanty (TCE, PCE) byly perzistentni pravé ve vzorku MR-5
a pro vzorky MR-2 a MR-6 pfestaly byti klicové diky podlimitni hladiny koncentrace.
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Obrazek 20 — Relativni kvantifikace Desulfitobacterium sp. (Dsb) v case
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Obrazek 21 — Relativni kvantifikace Debalobacter sp. (Dre) v case

Z vysledku real-time PCR metody vyplyva, Ze vSechny testované markery byly
na lokalité pfitomné i pfed aplikaci. Vlastni aplikace syrovatky podporovala a stimulovala
proces bioremediace jiz na lokalité bézici. Nejvétsi vliv byl pozorovan po prvni aplikaci
syrovatky (3. 10. 2017), kdy doslo k radikalnimu nartstu specifickych bakterialnich kmenda.
Ze sledovanych vrta byl nejvétsi narast pozorovan ve vzorku MR-5. V tomto vzorku také
pfetrvavaly vyssi koncentrace chlorovanych sloucenin az do konce monitorovani, coz
pravdépodobné povede k budouci biodegradaci. Tento jev je evidentné¢ podporovan
1 natokem podzemni vody z okoli sanac¢nfho zasahu, protoze ani po dalsich dvou aplikacich
(5.12. 2017 a 25. 5. 2018) nedoslo k vyraznému snizen{ koncentraci polutantu a sledovanych
bakterialnich kment ve vzorku. Tyto dalsi aplikace zaroven pomohly k dlouhodobéjsimu
udrzeni podporované biodegradace CIE. Tento jev byl potvrzen i narastem etenu jakozto
produktu jejich biodegradace. Pfitomnost enzymui VC reduktazy také dokazuje, Ze proces
biodegradace nekondi na toxickém VC, ale je dale tento produkt rozkladan na eten. VSechny
pozorované aspekty svéd¢i o tspésné bioremediaci a efektivnim sana¢nim zasahu na lokalité.

Aplikace substratt patif mezi uspésné bioremediacni metody, jak rozkladat CIE, ale
1jiné polutanty. Dalsi uspésnou aplikaci syrovatky na realné lokalit¢ popisuje Némecek et al.
(2010), a to jak samotného substratu, tak v kombinaci s nZVI. Popisuje zde, ze doslo nejen
k dechloraci CIE, ale také odstranéni sestimocného chromu - Cr(VI).

Dalsim ptikladem, kde byla vybrana pouze aplikace substratu jako Setrnéjsi metody, je
Lacinova et al. (2012). Tento sanaéni zasah se tykal vyuziti laktatu jako uspésného

bioremediac¢niho ¢inidla vzhledem k biodegradaci CIE.
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4.2.6 Molekularné geneticka analyza - NGS

Vysledky real-time PCR analyzy pfinesly velmi zajimavé vysledky, které vyvolaly otazky
ohledné celkové zmeény bakterialntho konsorcia diky opakované aplikaci syrovatky.
Vzhledem ke slozitosti a finanéni narocnosti NGS metody byly vybrany pouze dva vrty:
MR-5 jako vrt ovlivhény sanacnim zasahem a ZMS-5 jako vrt kontrolni, neovlivnény. Tento
vrt byl paralelné vzorkovan v ramci monitorovani pfirozené atenuace na lokalit¢ a jeho
poloha je mimo oblast sanacnfho zasahu (viz mapa na obr. ¢. 8).

Byly vybrany nasledujici odbéry vzorku MR-5, vzdy pred a po kazdé aplikaci syrovatky:
25. 9. 2017, 26. 10. 2017, 22. 11. 2017, 11. 1. 2018, 2. 5. 2018 a 3. 7. 2018. Pro kontrolni
vzorek byly vybrany odbéry dle potfeby pozorovani mozného ovlivnéni sana¢nim zasahem,
a to pfed aplikaci syrovatky 26. 1. 2017 a po prvni aplikaci 28. 11. 2017. Viechny odbéry byly

analyzovany v duplikatu. Nasledujici obrazek ¢. 22 shrnuje ¢asovou osu vybranych odbéra

pro piehled.
Apli- Apli-

26.1. kace 22.11. kace 2.5. 3.7.
2017 3.10. 2017 5.12. 2018 2018
ZMS-5 2017 MR-5 2017 MR-5 MR-5

25.9. 26.10 28.11. 11.1. Apli-

2017 .2017 2017 2018 kace

MR-5 MR-5 ZMS-5 MR-5 25.5.

2018

Obrazek 22 — Casovi osa vybranych odbéra pro NGS analyzu. Modra — MR-5, zelena — ZMS-5 a cervena —

aplikace syrovatky.

Bakterialni komunity a jejich vyvoj v ¢ase byl vyhodnocen na urovni ¢eledé s relativni
cetnosti vyssi nez 3 %.

Nasledujici heat mapa (obr. 23) demonstruje vysokou uniformitu mezi jednotlivymi
duplikaty. Mezi vzorkem MR-5 z poslednich odbéra (2. 5. 2018 a 3. 7. 2018) a ZMS-5 z obou
odbéra (26. 1. 2017 a 28. 11. 2017) byla zjisténa vysoka similarita, pficemz druhy odbér

ZMS-5 mohl byt ovlivnény aplikovanym substratem. Dalsi shoda byla pozorovana mezi

62



vzorky MR-5 ze tif odbérta po prvni a druhé aplikaci syrovatky (odbéry 26. 10. 2017, 22. 11.
2017 a 11. 1. 2018). Prvni piedaplika¢ni odbér vzorku MR-5 byl od ostatnich nejrozdilnéjsi.
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Obrazek 23 — Bakterialni diverzita na Grovni ¢eledé¢ s relativai ¢etnosti nad 3 %. Dup — duplikit.

NGS analyza prokazala zménu struktury bakteridlnich komunit ve spojeni s aplikaci
syrovatky (obr. 24). Vzhledem k vysoké podobnosti duplikatt je v nasledujicim obrazku ¢. 24
uveden pramér z duplikatu.

Ve vzorku MR-5 z prvniho pfedaplikacniho odbéru (25. 9. 2017) byla zjisténa vysoka
cetnost denitrifikacnich bakterii (Betaproteobacteriales, Canlobacterales). Béhem aplikace
syrovatky doslo k poklesu cetnosti téchto celedi na ukor nartstu jinych bakteridlnich
komunit. V obou odbérech kontrolntho vzorku ZMS-5 byla detekovana jen jejich nizka
cetnost.

Po prvn{ aplikaci syrovatky do vrtu MR-5 (3. 10. 2017) doslo k rapidnimu narastu nebo
objeveni anaerobnich bakterii s respiracnim nebo fermentativoim metabolismem
(Selenomonadales, Enterobacteriales) nebo bakterii indikujicich fekalni znecisténi (Bacteroidales).
Cetnost téchto éeledi postupné klesala v nasledujicich odbérech az k pavodnimu stavu
a jejich vyskyt nebyl potvrzen v referenénim vzorku ZMS-5. Obdobny trend byl pozorovan
i v ptipadé¢ metanogennich bakterii, coz evidentné naznacuje spojitost s aplikaci syrovatky.

Ostatni pozorované celedi patif k saprofytickym a/nebo patogennim bakteriim, jako
napt. Clostridiales, Leptospirales a Spirochaetales. Celed Clostridiales byla ptitomna béhem celého
monitoringu v obou vrtech a je znama jako obligatni anaerobni mikroorganismus, jehoz

enzymy se casto vyuzivajl pfi bioremediaci a jsou detekovany i na jinych lokalitich
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kontaminovanych CIE. Celed Leptospirales se objevila v poslednim odbéru (3. 7. 2018),

pticemz Spirochaetales byly pozorovany spise v kontrolnim vrtu ZMS-5.

Referencni vrt ZMS-5 mél v porovnani s ovlivnénym vrtem MR-5 vétsi bakterialni

diverzitu.

Ptfitomnost

Candidatus-

sulfat-redukujicich ~ komunit

(Syntrophobacterales,

Falkowbacteria) a anaerobni celedi Woesearchaeia, byla pozorovana pfedevsim v referenénim

vrtu ZMS-5.
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Obrazek 24 — Vyvoj bakterialni diverzity na drovni celed’ s relativni ¢etnosti vyssi nez 3 %. Cervena Sipka —

aplikace syrovatky.

Z vysledka NGS analyzy lze vyvodit, Ze na lokalité byla zjisténa markantni pfitomnost

denitrifikacnich bakterii v jednom z nejvice kontaminovanych mist lokality. Tyto bakterie

maji zaroven silnou vazbu na aplikaci syrovatky. PrestoZze mezi nejcetnéjsimi bakterialnimi

konsorcii nebyly vypozorovany dehalogenacni bakterie, jejich pfitomnost byla ovéfena

pomoci real-time PCR analyzy. Nehledé¢ na pocet opakovani aplikace syrovatky, nejvétsi

zména bakterialni diverzity byla zjisténa po prvni aplikaci (3. 10. 2017). Referencni vrt

ZMS-5 byl oproti ovlivnénému vrtu MR-5 dlouhodobeé stabilnéjsi a nedoslo zde ke zménam

bakterialni diverzity vzhledem k aplikaci syrovatky jako ve vzorku MR-
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Pro porovnani efektivity sanacniho zasahu lze opét uvést ucinek nZVI a elektrického
proudu, jak jiz bylo vyse popsano (Vlkova et al. 2018). Tato aplikace dokazala zcela zménit
bakterialni diverzitu prostiedi a to bez ohledu na natok podzemni vody s mikroflérou z okoli.

Substraty maji v bioremediaci duleZitou roli, navic jsou Setrné pro sanované prostfedi.
Jejich ucinek ve srovnani s nZVI je vSak pomalejsi, ale nen{ zavisly na natoku podzemni vody
z okoli. I v tomto piipadé se tedy jedna o alternativu vhodnou pro efektivni bioremediaci

v pifpadé pfitomnosti pfislusné specifické mikroflory.
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Predkladana diplomova prace shrnuje vysledky ziskané v pribéhu realizovanych
sanacnich zasaht na lokalitich Spolchemie a Novy Bydzov, které byly kontaminované CIE.
Kromé¢ pfedaplikacnitho a poaplikacniho monitoringu zacfleného na koncentrace
jednotlivych polutantd, byl daraz také kladen na zmény autochtonni mikroflory, které byly
vyvolané danym sanac¢nim zasahem.

Lokalita Spolchemie, sanovana kompozitem nZVI a mZVI v kombinaci
s detergentem MSJ a DC, ukazala velmi zajimavy efekt sana¢niho ¢inidla podporovaného
pfirozenymi procesy. Po aplikaci kompozitu s MS] a DC doslo k vycisténi podzemni vody
ve vrtech, kdy substrat udrzoval vhodné pH prostiedi pro rast biomasy. Po jeho rychlém
vyplaveni s natokem podzemni vody z okoli urychlil bioremediacni proces, ktery byl
sledovan prostfednictvim qPCR analyzy. Ackoli tedy patifi nZVI mezi sanac¢ni ¢inidla
s rychlym nastupem, ale kratkodobym tcinkem, ve vybrané kombinaci doslo k prodlouzeni
ucinku a zvyseni efektivity sanacniho zasahu vzhledem k dehalogena¢nim bakteriim
a biodegradaci CIE polutanti. Zaroven byla snizena pravdépodobnost mozné toxicity, a to
diky snizenf aplikovaného mnozstvi na tkor smési s mZVI. Témito kroky byly tedy omezeny
rizikové faktory sanacniho c¢inidla a zaroven doslo k efektivnimu sana¢nimu zasahu.

Lokalita Novy Bydzov byla s ohledem na podminky prostfedi sanovana Setrnéjsi
metodou, a to syrovatkou. Vzhledem ke znamym ucinkum tohoto ¢inidla byla aplikace
opakovana ve tfech navazujicich injektazich. Monitorovani ucinka syrovatky v case pfineslo
opét zajimavé vysledky. Nejen, Zze doslo ke dlouhotrvajicimu ucinku, ale také byla
pozorovana mirna akumulace ve dvou z péti sledovanych vrtd za soucasné¢ho vycisténi
ostatnich. Zaroven ale diky pfitomné syrovatce byla i tato akumulace redukovana
s potencidlem vymizeni v pfipadné budoucich monitorovacich aktivit. Vzhledem
k necekanym zménam bylo v nejovlivnénéjsim vrtu také testovano, zda nedoslo k zméné
bakterialni kompozice po sana¢nim zasahu. NGS analyza potvrdila, ze byla pozorovana
pfedev$im pfitomnost denitrifikacnich bakterif a sanacni zasah ovlivnil pouze pfirozeny
nartst bakteril se schopnosti fermentace. Timto tedy byla potvrzena Setrnost sanacniho
zasahu. I v nepfitomnosti radikalnéjsiho cinidla doslo k efektivni sanaci, av§ak za cenu
delstho ¢asu pottebného pro jeji kompletni prabéh.

7. obecného hlediska je pro sana¢ni zasah vzdy nutné zvazit podminky kazdé lokality,
typ kontaminace, jeji zavaznost a dopad na prostredi. Aplikace nZVI sice patii
k nejmodernéjsim zpusobuim sanac¢niho zasahu, avsak jeho mozny toxicky ucinek je ¢im dal

vice diskutovanym tématem a casto tak dochazi k upfednostnéni jiné metody. Ovsem
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s ptihlédnutim na moznost snizeni jeho aplika¢ni koncentrace napf. za cenu kompozitni
smési s mZVI nebo kombinace s jinym cinidlem se stava velmi ucinnou metodou. Ma
rychlejsi nastup ucinku, hlubsi dopad na kontaminanty a v pfipadé pfthodnych podminek
dojde k znovuobnoveni lokality a nasledné bioremediaci zbytkovych koncentraci
kontaminantd. Oproti tomu aplikace substratu je sice pomalejsi metodou, avsak Setrnéjsi.
Zachovava pfitomnou pfirozenou bakterialni diverzitu a podporuje jeji ucinek. Zaroven jde
o finanéné¢ méné narocnou metodu a jeji podminkou je pfitomnost specifické bakterialni
mikrofléry pro biodegradaci polutanta.

Pro planovany sanacni zasah je tedy dulezité pfihlédnout na vSechny aspekty dané
lokality, zvazit moznosti, o¢ekavany tucinek a dostupnost zadanych metod. Od toho se odviji
vybér sanacniho cinidla a zadanych analyz. Doporucuje se piihlizet nejen na molekularné
genetické metody, ale také na fyzikalné-chemické parametry a geologii lokality. Jen kombinaci
vsech metod Ize docilit efektivniho monitorovan{ sana¢niho zasahu a spravného hodnoceni

¢i predikce dopadu.
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