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ABSTRAKT
Odpadni #evo kontaminované polycyklickymi aromatickymi uhtmiky (PAU)

je v dnesni dabvazny environmentalni problém. Jako vhodna mettkantaminace tohoto
materialu se jevi metoda kompostovani. PAU jsoklémany pevazié aerobi a efektivita
tohoto procesu zavisi na podminkadch kompostovarétd/ praci byla sledovan&ignost
procesu kompostovani kontaminovanébevd po dobu 340 dnv laboratornim kompostéru a
240 drii v pilotnim nefitku. Jako kompostovaci substraty byly pouzity tzeleny substrat®,
ktery je dodavan pro komari pestovani Zampioina travni substrat. Byl pozorovan vliv
rozdilnych kompostovacich substrata &innost degradace PAU. Travni substrat vykazoval
lepSi vysledky a k poklesu koncentrace sum PAUdmEo 0 97 % z{jvodniho mnozstvi.
Pt pouziti ,zeleného substratu” doslo k celkovémiZzeni PAU o 81 %. Dale byl prokazan
vliv velikosti ¢astic kontaminovanéhoi@va na degradaci PAU. Analyza fosfolipidickych
markerovych mastnych kyselin prokdzala zvySeny yty€ram-negativnich bakterii a huli p
degradaci. Také byla sledovana aktivita extracetith enzynd v pribéhu kompostovani,
ale detekovana byla pouze aktivita enzymu lakasy.skedovani degradaiho procesu byly
také pouZity testy ekotoxicity. Test akutni toxycis bakteriemiVibrio fischeri a test
fytotoxicity zaloZzeny na principu sledovani diosti semen lordeum vulgare..) ukazaly,
Ze nedochazelo pragpodobr k tvorks toxickych produki degradace.
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ABSTRACT

Wood contaminated by polycyclic aromatic hydrocakdPAH) represent a serious
environmental risk. Composting seems to be an &ffemethod for decontamination of such
waste material. PAHs are degraded mainly underb&eroonditions the efficiency of
composting could be strongly affected by the preaanditions. This work is aimed at the
comparison of PAH removal by a 340-days-long cortipgsn laboratory scale composting
pilots and a 240-days-long process in a pilot scate set up composting piles a ,green
substrate® commercially used for button-mushroamdpction and a grass substrate were
used. The use of the grass substrate led to arhiRyhids removal (97% of the initial sum of
PAHS) in comparison to the green substrate (81%hefinitial sum of PAHS). Further, the
effect of the size of wood particles on the PAHmaogal efficiency was demonstrated.
Analysis of phospholipid fatty acids showed an ewlea growth of gramm-negative bacteria
and fungi during the composting processes. Durimg degradation process the enzyme
activity of laccase was detected. The ecotoxicalalgtest using a bioluminescent bacteria
Vibrio fischeriand a seed germination test using seeddonfleum vulgard.. showed that

probably no toxic products were formed during t#¢dB degradation in these experiments.
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1. Uvod

Jeden z nejzavagSich problénmi ochrany Zivotniho prostdi je znéisténi biosféry
Skodlivymi latkami. Mezi latky, které jiz ip nizkych koncentracich vykazuji toxické,
mutagenni a karcinogennéinky, pati t¢Zké kovy,tada organickych latek a zejména pak
i polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU). Hlavniproblémem v fipact PAU je fakt, ze
vznikaji neustale (firozené i antropogenni zdroje viz. nize). PAU jsoejrozStens|Si
persistentni organické polutanty na Zemi a protmagi nizkou rozpustnost ve v@de jim
vénovana zvlastni pozornostidéistavuji vyznamné riziko nejen pro Zivotni predt, ale také
pro zdravi lidi a zvat.

Odstrarni PAU z prostedi neni snadné a ne vzdy proveditelné. Fyzikalctieamicke
metody jsou nékladné a mnohdy nevhodné. Proto peskedni dob vyskytuji snahy
remediovat kontaminovanad mista pouzitim biologitkyanetod, zejména pomoci
mikroorganisni. Metody Iiznych tymgi kompostovani jsou rychle se rozvijejicimi a
modernimi postupy. Degradaceri pnich probihda pomoci mikroorganismpiitomnych
v prabéhu kompostovaciho procesu. Jedna senoost nespecifickétmni mikroflory, ktera
je stimulovana fidavkem Zivin, areaci a vhodnym z#mim kompostu. Jako vhodny proces
pro degradaci PAU se jevi klasické kompostovanie kse kontaminované relo
z zelezninich prazé (nebo @da) smicha s kompostovacim substratem. Kompostpvacés
poté prochazictyimi fazemi, které se odliSuji teplotou a tedy fitgmnou mikrofl6rou.
Vysoka teplota, ktera uviikompostu dosahuje az 70 °Cihe také pispét k desorpci PAU
z kontaminované matrice a tim zvysit jejich bioldgia dostupnost.

Dulezitym aspektem #p provadni biodegradénich pokué je spravné pouziti
analytickych metod a vyhodnoceni vyslédkio se tykd zejména metod separace, kde
bychom nedostate¢ Gcinnou metodou mohli ziskat faleSpozitivni vysledky.



2. Teoreticka ¢ast

2.1. Polycyklické aromatické uhlovodiky
2.1.1. Fyzikalre chemické vlastnosti

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) jsou oriek@ latky, které se skladaji
ze dvou a vice kondenzovanych benzenovych jadeariStajicim pdétem benzenovych
kruhi narmsta i pc@et izomet téchto latek [1]. PAU mohou bytaen¢ substituovany.
Nejcastji se vyskytuji halogen-, amino-, sulfo-, nitro-hgdroxyderivaty. Slogenin, které
pati do této skupiny, je mnoho. Jen nesubstituovarffjclzdkladnich) PAU bylo izolovano
pies 100 [2]. Organizace United States Environmepitatection Agency (US EPA) zadila
na seznam prioritnich polutan16 PAU. Struktury nejsledovg§ich 16ti gedstaviteh PAU
jsou uvedeny na obrazku 1 na strdj.

PAU jsou hydrofébni slateniny, za normalnich podminek tuhé latky s relativn
vysokymi body tani a varu. Jejich setrvani v Ziviotrprostedi je ovlivieno zejména nizkou
rozpustnosti ve vad S rostoucim p&iem kondenzovanych benzenovych jader v molekule
klesa rozpustnost a tenze par, roste bod tanivanda kow [3]. Stabilita struktur PAU roste
od linearniho, fes klastrové k angularnimu ugadani. PAU jsou ddb rozpustné
v nepolarnich alifatickych i aromatickych uhlovodit (pentan, hexan, benzen, toluen) a
v polarnich rozpous&tllech (methanol, dichlormethan) [4].

Mezi dalSi vyznamné vlastnosti PAtadime jejich schopnost adsorpce na pevné sorbenty
nebo jejich ¢astice. Vzhledem kjejich hydrofébnimu charakteer BAU nejvice vazi
nacastice v id¢ a sedimentech, které ¢gi meére dostupné pro organismy. Jejich schopnost
sorpce je jeden z hlavnich fakiioovliviiujici kumulaci PAU v Zivotnim prostdi. V tabulce

1 na strasd 12 jsou uvedeny molekulové hmotnosti Mr, teplodaitt, teplota varu .t
rozpustnost ve vadmy,g tenze par p, roztbvaci koeficient pdni organicky uhlik/voda Koc

a rozalovaci koeficient n-oktanol/voda Kow vybranych PAU.

PAU vykazuji charakteristicka spektra v ultrafiadowoblasti. Jevi také vyraznou
fluorescenci a &které slodeniny dokonce fosforescenci. S rostouci velikosilakuly PAU

jsou absorgni maxima posunuta smem k delSim vinovym délkam.
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Obr. 1: 16 hlavnich pedstavitel PAU (dle US EPA).
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Tabulka 1: Zakladni fyzikalg-chemické vlastnosti PAU [1].

slow’enina Mr ty t; Myag p Log Koc  Log Kow
[gihol"]  [°C] [’C]  [gE] [Pa]
naftalen 128,19 218 81 31 10,4  2,38-500 3,37
acenafthen 154,10 278 96 3,8 3,0.10"0 3,59-5,38 3,92
acenaftyen 150,20 - 92 16,1  9,0.10" 3,40-3,83 4,00
fluoren 166,20 295 116 1,9 9,040 - 4,18
fenanthren 178,20 339 101 1,1 2,0°10 3,90-4,60 4,57
anthracen 178,20 340 216 4510 1,0.10° 2,96-5,76 4,54
fluoranthen 202,30 375 111 2,640 1,2.106° 4,00-6,38 5,22
Pyren 202,30 360 156  1,32710 6,0.10° 3,11-6,51 5,18
chrysen 228,30 448 255 1,65 5,710 3,66-6,90 5,86
Benzo(a)anthracen 228,30 435 160  1,%£.102,8.100 4,00-7,30 5,91
Benzo(b)fluoranthen 252,30 481 168 1510 - 5,70-574 5,80
Benzo(k)fluoranthen 252,30 481 217  8,0'10 5,2.1¢¢ 4,00-7,00 6,00
beno(a)pyren 252,30 495 175 3,810 7,0.10° 4,00-8,30 6,04
dibenzo(a,h)anthracen 278,35 524 267  6;6.103,7.10° 5,20-7,80 6,75
Benzo(g,h,i)perylen 268,36 - 277 2,610 - 6,20-6,26 6,50

2.1.2. Vyskyt PAU v zivotnim prastdi

PAU jsou vSudyfitomné slodeniny, které vznikaji zifrodnich i antropogennich

zdroji. Rada tchto slowenin byla zahrnuta mezi prioritni zfi& ujici latky v disledku jejich

toxickych, mutagennich a karcinogennich vlastn@sli Prirozeny postup, kterym PAU

vznikaji, je diageneze, tj. é&v organickych materié) ke kterému dochazi za relatévn
nizkych teplot (100 °C az 150 °C) po delSi dobu [Ble mohou PAU vznikat jako produkty
metabolismu &kterych bakterii, plisni a vySSich rostlinfeBpoklada se, Ze lesni poZary

mohou byt také vyznamnym zdrojem PAU [4]. Mnozs®RAU z @irodnich zdraj

je v zivotnim prosedi zanedbatelné ve srovnani s mnozstvim pochamefi@ntropogenni

éinnosti.
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Mezi nejvyznamgjSi zdroje, z nichz se PAU dostavaji do Zivotnilosffedi lidskou
¢innosti pati praimyslové procesy. Meziénpati predevsSim vyroba uhli, ropy, elektrarny
a teplarny (nejvyssi podil na emisich PAU az 90 %@alovny komunalniho odpadu,
impregnace ftkva, spalovani fosilnich paliv (zejménai medostatku kysliku) nebo
organického materialu a ropné havarie. NejvyssalosAU byl dosud zjigh pri zplynovani
uhli [7].

PAU kontaminované lokality jsou obvykle spojenyizs uzawenymi nebo stéle
fungujicimi pfimyslovymi z&izenimi. Steja tak zavazné jsou i dalSi népryslové zdroje
PAU. Mezi re pati vytapini domacnosti a vyfukové plyny z automdbiPribéh pyrosyntézy
PAU z organickych latekipnedokonalém spalovani je na obrazku 2.

i
o pyrolyza CH C|ZH AN
Organické latky ———= 8 ]| —= 4 [, ——= 2 R
CH I
acetylén CH,
styren
butadien
I +butadien i
— 1 - .
pyren O

Obr. 2: Pribéh pyrosyntézy PAU z organickych latek pedokonalém spalovani [4].

Vyskyt PAU v Zivotnim prosedi je ovliviovan gedevsim jejich fyzikalerchemickymi
vlastnostmi. PAU, které maji nizkou molarni hmotnes mohou $it atmosférou ve forrh
par a zejména ve formalych polétavyckastic prachu a sazi, na které se PAU sorbuji. PAU
se vyskytuji v plynné fazi obvykleripteplot vyssi nez 150 °C a rychle kondenzuji a sorbuji
se na polétav&astice sazi. Bylo zji8ho, ze 85 % PAU v wstské atmost@ bylo
adsorbovano naastice mensi nez 5 um, které jsou definovany jaspirovatelné a mohou

proniknout ges horni cesty dychaci do dolnich a dokonce i dechl Hodnoty PAU
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v ovzdusi se ve venkovskych sidlech pohybuji m&zL@ mdm™ a v néstskych oblastech
mezi 15-19,2 mah [8].

Nezanedbatelné jsou také koncentrace PAU v potkakiin Koncentréni arovre
nékterych PAU shrnuje tabulka 2.

Tab. 2: Vyskyt predstavitel PAU v nskterych potravinach (L&g™ v susir) [9].

potravina benzo(a)anthracene chrysen benzo(a)pyren
ceredlie 0,4-6,8 0,8-14,5 0,25-0,84
Spenat 16,1 28 7,4

¢aj - 4,6-6,3 3,9-21

jedly olej 0,5-13,5 0,5-129 0,9-1

rajska jablka 0,3 0,5 0,2

pecené maso 0,2-31 0,5-25 0,2-11
uzené maso 0,02-189 0,3-123 -
prazena kava 0,5-14 0,6-19 0,1-4
hlavkovy salat 4,6-15,4 5,7-26,5 2,8-5,3

Kontaminace fid PAU je velice zavazni a proto je neustalybedpetem studii
z hlediska degradace. Ke kontaminaiil pnize dojit Bhem ropné havérie, v okoli plynaren,
koksarerxi tepelnych elektraren, kde se sladkoval popilekonabe dochazelo k jeho spadu.
Hromadini PAU v pidé miaZe vést ke kontaminaci potravnitezce, ktera pak vede Kimé
nebo nefimé expozici lidi. Koncentrace PAU v kontaminovamyaidach a sedimentech
se mohou pohybovat qeyRg™ aZ po vice neZ 300Ky v zavislosti na zdroji kontaminace
[10]. Kontaminace fd je vazny problém, protoze PAU se diky svému higmoimu
charakteru sorbuji na pevnyafasticich v jidé. Takto sorbované jsou m&rbiologicky
dostupné pro biodegragtd procesy. Zn@sttna mda je znehodnocena a dale jiz
nevyuZzitelna. Nezanedbatelny zdroj kontaminacetitwovnéz technické tevo, nap.
Zeleznéni prazce, které byly v minulosti impregnovany lgetmvym olejem a v s@éasné

doke jsou odstraovany a nakladhlikvidovany.
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Ke kontaminaci vody dochazi zejména kontaminovgmmizemni vodou a vodourek
kontaminovanych gimyslovymi nebo rmistskymi splasky. Podle 252/2004 Sb.
o hygienickych pozadavcich na pitnou a teplou vadatnost kontrol jsou stanovené limitni
koncentrace pro benzo(a)pyren 0,010fignejvy$si mezni hodnota) a pro sumu PAU
0,1 pdl* (nejvydsi mezni hodnota). Limitni hodnota se waf@a sodet kvantitativié
stanovenych nasledujicich specifickych latek: bémflooranthen, benzo(k)fluoranthen,

benzo(ghi)perylen, indeno(1,2,3-cd)pyren [11].

2.1.3. Toxicita PAU

Mnohé PAU mohou zjsobovat rakovinu, nezadoucfiiky na reprodukci a imunitni
systém. Tyto &inky byly prokdzany nejen tlovéka a savé, ale také u dalSich organiém
(zejména ptak, bezobratlych, obojzivelnik ryb a rostlin). U savic miZe dojit k absorbci
PAU dychanim, stykem siki nebo pozitim [12], [13].

Karcinogenita ~a mutagenita PAU Uzce souvisi  shejic strukturou,
nap. benzo(e)pyren je malo karcinogenni oproti benpyfanu, ktery je jeden z nejséisich
karcinogeri [14]. Obecr je znamo, Ze karcinogenita a mutagenita stoupézsestajicim
poétem kondenzovanych aromatickych jader a maxima higea pro PAU s §ti
aromatickymi kruhy. V roce 2008 bylo organizaci BRPA prokadzano, Ze benzo(a)pyren
zpisobuje reprodutni problémy, vrozené vady, udzich samic Ubytekélesné hmotnosti
potomka, kozni problémy a problémy spojené sdghacim systémem. Nicmé&nyto inky
nebyly u lidi pozorovanj15].

PAU jsou v organismu distribuovany do tkani a nbejidenci lokalizovat se ¥lesném
tuku [16]. PAU jsou eukaryotickymi organismy metabolizovgmgstednictvim cytochromu
P450 monooxigenasy a epoxid hydrolasy, dochazitikad PAU jejich gevedenim
na fenoly a trans-dihydrodioly. Ty se dale mohoengnit na diol-epoxidy, které jsou vysoce
karcinogenn[12], [17].

Faktory karcinogenity vybranych PAU vyj&hy ve vztahu k benzo(a)pyrenu jsou
shrnuty v tabulce 3 na strah6.
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Tab. 3: Faktor karcinogenity u 16 PAU vybranych organiZasi EPA [18].

PAU Faktor PAU Frark
karcinogenity karcgemity
naftalen 0,001 benzo(a)anthracen 0,1
acenafthen 0,001 chrysen 0,01
acenafthylen 0,001 benzo(b)fluoranthen 0,1
Fluoren 0,001 benzo(k)fluoranthen 0,1
fenanthren 0,001 benzo(a)pyren 1
anthracen 0,01 indeno(1,2,3-c,d)pyren 0,1
fluoranthen 0,001 dibenzo(a,h)anthracen 5
Pyren 0,001 benzo(g,h,i)perylen 0,1

Piiklady vybranych PAU podle US EPA a jejich &inki na organismug[15]:

Naftalen se doéta dostava dychanim kontaminovaného vzduchu, pakofi styku
s kontaminovanoutglou, pozivanim kontaminovanych potravin nebo vodydachovanim
tabakového kote. Kovalentd se vdZze na molekuly v jatrech, ledvinach a plicrticnich.
Dale je to inhibitor mitochondrialniho dychani [1Hkutni otrava naftalenem u lidi ke
vést k hemolytické anémii a nefrotoxigikrome toho jsou také znameé kozni problémycaio
vady.

Fenanthren se deéla dostava dychanim kontaminovaného vzduchu, pakofk styku
s kontaminovanou aou, pozZivanim kontaminovanych potravin nebo vodydachovanim
tabakového kaite. Je klasifikovan jako mirny alergen a poskozuja.k

Anthracen se docla dostava stejnym #Zgobem jako fenantren a naftalen. Vystaveni
vysokym davkam anthracenu po kratkou dobiZenzpisobit poSkozeni#e, to se projevi
jejim pélenim, s¥dénim a otokem. Lidé vystaveni vysokym davkam angmac trigli

pocitem slabosti, bolesti hlavy, nevolnosti, ztwétbuti k jidlu, zasty Zaludku a sev.
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Prozatim neni dostatek informaci o toxickyatingich na savce pro ostatni PAU jako
je acenafthen, flluoranthen a fluoren. Dale byladevana toxicita u benzo(a)pyrenu,
benzo(a)anthracenu, benzo(b)fluoranthenu, benzo(ajithenu, dibenzo(a,h)anthracenu
a indeno(1,2,3-c,d)pyrenu, ale pro nedostatek @xpetalnich dkazi nemohou byt

prokazany jako karcinogeny [20].

2.1.4.Vyskyt PAU v impregr@aim kreosotovém oleji

Kreosot je vedlejSim produktem destilace ropy. [Dssti rozmezi kreosotu
je od 200-400 °C. Je to ssrekolika set az tisice chemickych st@min. Obsah slaienin
v kreosotu se roztuje do 6ti hlavnichifd [21]:

» aromatické uhlovodiky,detrné PAU a alkylovanych PAU (az 90 % sloZeni kreosotu)
» dehtové kyseliny/fenoly
» dehtové baze/heterocykly obsahujici dusik
e aromatické aminy
» heterocykly obsahuijici siru
» heterocykly obsahuijici kyslikcetre dibenzofuran
Dale kreosot obsahuje vysoké koncentrazkyich kova.

Kreosot se pouziva k impregnadeda, nap. zZelezninich praza, telegrafnich sloup
dieva pro stavbu v lagunackekdch a na pdbzich. Takto oS&tné devo je odolné i
vngjSim podminkam a napadeni hmyzem. Také je zpomaieodni rozklad #eva a jeho
Zivotnost se prodlouzi o 10 az 30 let v zavislostitypu deva a stupni impregnacei&¥o
oSetené kreosotem by neiho byt pouzivano $ vyrobé zahradniho nabytku, kde dochazi ke
styku s holou &Zi, v interiérech obytnych a hospdésl@ch budov, kde d¥e dojit ke styku
s domacimi nebo hospad&ymi zviaty, pi vystavE vcelich afi, pii vyrobé prostor
pro skladovani silaze, potravin apod. [22].

Charakteristické pro impregnovanéedo je tzv. ,krvaceni* neboli vyron kreosotu.
Tento vyron astava v kapalném stavu, nebo ztuhne do polotvrdédnau a mMZe dochazet
k vypaovani chemickych slaenin do atmosféry. Vyron kreosotu trva po mnoho let
a je podpéen teplym a slunemym paasim [21].

Chemické sloteniny kreosotu se v atmoséé vyskytuji v plynné for a ve forng
¢astic. Rozdleni mezi d¢éma fazemi zavisi na tlaku parznych sloZzek kreosotu. Sléeniny,
které maji tlaky par vy3si nez 1kPa se vyskytuji ievazi v plynné fazi a sloteniny

s niz8imi tlaky par nez T0kPa se vyskytuji ve forenzastic [23].
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Ke kontaminaci podzemnich a povrchovych vod dochdaiiklad uUnikem nebo
rozlitim kreosotu z fepravnich nebo skladovacich nadob. Za pomaakpmnych vré bylo
zjisttno, Ze oblak kreosotu se pohyboval svistelrgm horizontem a nasle&irve snéru
prouckni podzemnich vod. PAU a dalSi organické &miny byly gepravovany podzemnimi
vodami, které tekly u Ustiek a i pobreznich vodach [24]. Kontaminace kreosotem byla
zjisténa u ryb a miskych ziv@icha. V nékterych gfipadech, pedevSim u ryb, byl prokazan
vyskyt metabolii PAU [25].

Nekteré chemické slaeniny kreosotu jsou snadno odbouratelné pedsictvim
biotickych (aerob#, anaerob#) a abiotickych procés i pfesto mnoho vysokomolekularnich
latek Zistava v Zivotnim progedi po celd desetileti. Mezi hlavni kontaminantyo#iiho
prostedi pochazejici z kreosotu Hanhejen PAU, ale také heterocyklické aromatické a
fenolické slodeniny [22]. Impregnace technickéhdeda kreosotem mohou mit negativni
dopady na Zivotni prosdi. Louzeni kreosotu z takto a&etého deva je hlavni zdroj emisi a

s tim jsou spojena i potencionalni rizika.

2.2. Remediace progedi kontaminovaného PAU

Ministerstvo Zivotniho progdi CR vroce 1997 vydalo vyhlaSku 338/1997
o podrobnostech nakladani s odpady, kdeapkontaminovana PAU podléha pravidil
o nakladani s nebezppeym odpadem. Pokud koncentrace PAUud{piesahne stanoveny
limit, musi dojit k sanaci takto kontaminovanéhmgfedi. Rozvoj sanmich technologii,
vyzkum a vyvoj novych technik a jejich zavedeni piaxe zaznamenal n&pgi rozvoj
ve druhé polovid 20. stoleti. Optimalni satiai postupy a nové technologie mohou
vyznamm ovlivnit pribéh sanaci, snizit fin&gmi nar@&nost a zkratit pgebnycas.

Moderni postupy sagaich technologii maji za cil uplné odstahPAU, nebo alespo
jejich prevedeni na mértoxické latky. Sanmi technologie se daji ro&it na:

Technologie in situ' — kontaminovana j{da je oSéena v mist zneisténi, ale ptib¢h
sanace je obtiZi kontrolovatelny, naklady jsou nizZsi.

Technologie gx sitd — kontaminovana fda je v mist zneisténi vyttZzena a k sanaci
dochazi bd’ na mist vytézeni (,on sité), nebo je pevezena na jiné misto vhodné k sanaci
(, Off site).
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2.2.1.Fyzikélni a chemické metody

Fyzikalre chemické procesy jsoucétdinou procesy extrgéhki, které se pouzivaji

takéin situ. Mira pouziti se liSi vzhledem k technické a ekaioké nargnosti.

Chemicka oxidace sptva vinfiltraci vodného roztoku oxidaiho Ccinidla
do nesaturované zony tak, aby doSlo k destrukitorpnych PAU. Jako oxidai
¢inidla se pouzivaji manganistan draselny, peroxadiku a ozon [26]. Kornimé
produkty oxid&nich reakci jsou oxid uliity, voda, slodeniny Zeleza a oxidy
manganu, které se Vipdk zcela Bzn¢ vyskytuji. Metoda je rychla acinna

i v pfipadt malé propustnosti prasti.

Vymyvani pdy je metoda, kterd spiva v aplikaci vymyvaciho roztoku
do zneisttného prodedi. Dochazi k uvokni kontaminujicich latek a jejich
pievedeni do roztoku. Vymyvaci roztokage byt voda, pokud jsou latky ve wod
dohie rozpustné, nebo se pro zvySetinAosti pouzivaji vodné roztoky kyselin, zasad
¢i povrchow aktivnich latek.

Venting se‘adi mezi levné adinné zakladni sarai technologie. Princip této metody
je zaloZzen na odsavani zieného mdniho vzduchu ventingovodistici stanici.
Vzduch je poté na povrchuggistén a vypustn do atmosféry. Venting se pouZziva jak
ve forme in situtakex situ.

Solidifikace a stabilizace je metoda vhodna jak fgchnologiiin situ tak ex situ
Metoda spoiva v promichani dekontaminovaného materialu s/poji (cement,
popilek, vysokopecni struska nebo vapeny hydrabongodmirnymi chemickymi
¢inidly. Pxi stabilizaci dochazi k chemické reakci s pojiventim ke sniZzeni nebo
odstrarni toxickych vlastnosti. i#Psolidifikaci dochazi k uzaeni jiz mér toxickych
latek do inertni a mélo propustné matrice [27].

2.2.2.Metody tepelného ogeni

Metody jsou mnohdy nakladné, ale také jedny zdiepdjSich. ZvySenim teploty se

zvySi rozpustnost PAU a tim se také zvysSi desdfgde z povrchu pdy [28].

Termicka desorpce se pouzivéegevsim pro technologiex situ Kontaminovana
puda je vystavena vysokym teplotam do 600 °C, dockamsorpci PAU zidy a
jejich prevedeni do plynné faze. Dekontaminovany materialzathovava své

mechanické vlastnosti atrthe byt ogtovné pouZit na zasyp sanované lokality. Podle
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provozni teploty desorbéru se termicka desorp#é rth: nizkoteplotni termickou
desorpci (90 °C az 320 °C) a vysokoteplotni termickdesorpci (320 °C
az 600 °C) [28].

» Spalovani (za iftomnosti kysliku) kontaminovanéug@y probihd p vysokych
teplotach 870 °C az 1200 °C, k podpddeni jsoucasto pouzivana podma paliva.
Spaliny se ped vypousinim do atmosférycisti podobw jako v tepelnych
elektrarnéch.

» Vsttikovani vodni pary je metoda, kterd uwgle PAU z matrice, a ty mohou byt
odsavany vakuovou extrakciigniho vzduchu nebo ¢drpavany jako volna faze
z hladiny podzemni vody. Tato metoda je vhodnédzeminy s nizkou propustnosti a

s meélkou kontaminaci [27].

2.2.3.Bioremedia@ni metody

Bioremedi&ni metody jsou postupy vyuZivajici jevu biodegradaolutant pomoci
organisnii (viz. kapitola 2.3. Biodegradace PAU). Vyhodou aa& technologie je jeji
snadnost, fipadnd nizka cena, maly dopad pro Zivotni peata roviz moznost provad
remediacen situ.

Bioremedi&ni metody maji vSak row limitujici faktory, mezi které p#t Ze polutant
musi byt biologicky dostupny a v kontaminovanémsgiemli nesmi fisobit inhib&ni faktory
znemodujici  biologicky rozklad. Déale musi byt zafgly vhodné podminky
pro mikroorganismy jako je dostatek vihkosti, pledox potencial prostdi, vhodna teplota
a dostatek zivin. Velicetidezita je dostatsa areace, protoze PAU mohou byt rozkladany
témef vylucné aerobu.

Mezi negastjSi bioremediani metody pdt:

* Bioventing se'adi mezi technologie situ Principem této metody je vhém kysliku
do kontaminované taly pro usnadini aerobni mikrobialni degradace. VhAé
mnozstvi vzduchu je velmi malé, a proto nedochéz$tkhavani a odnaseni polutant
do atmosféry. Aby bioventing mohl byt @Sy, je poteba dodrzet dv zakladni
podminky. Pi#itok vzduchu musi mit dostéteou rychlost pro zaji8hi aerobnich
podminek v pdé a v kontaminované lokatitse musi nachazet mikroorganismy
schopné degradovatiplusné PAU [27].

* Podporovana bioremediace je metoda, kberé se vpravuji zZiviny (kyslik, nitraty,
dusik, fosfaty a uhlik jako zdroj energie) do konitaované jpdy pro podporu
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autochtonnich mikroorganism Podporovana bioremediace z&jig zvySenou
rychlost a dinnost biologického rozkladu polutaint

Fytoremediace jsou také nazyvany jako ,zelené réswetl Nekteré rostlinné druhy
jsou schopné degradace, extrakfieimobilizace kontaminarit v padé ¢i vodg.
Fytoremediace jsou pomalejSi nez klasické rendediaetody, a proto je nelze pouzit
tam, kde je ieba dosahnout limit sanace za kratkou dobu. Rostliny odsija
organické sloteniny gimym gijmem kontaminarit poté nasleduje transformace,
transport a akumulace nefytotoxickych produk29]. Fytoremediace seétginou
vyuZivaji in situ, ale mohou byt také pouzity i pdekontaminaci vyZeného
materialu.

Kompostovani jeizeny biologicky proces, kdy se ¥yena kontaminovana zemina,
sediment nebo jiny materidl smicha s vhodnym kongyasim substratem, jako
je dievna Stpka, piliny, slama, Wra a zeleny odpad. Musi byt dosazeno dobré
porozity a vhodného patru C : N. Tento porr musi byt optimalni pro termofilni
biologicky rozklad (¢tSinou 30 : 1). Zakladka je intenzivnprovzdugovana a
piitomné polutanty jsou aerobnbiologicky rozkladany nebo transformovany
za termofilnich podminek &ast&né také sorbovany na vznikajici huminové latky.
Investiéné nara@ngjSi, ale nejefektivéiSi je kompostovani v uzéené ftizené
kompostovaci jednotce. Jsou toétd&inou tunely nebo boxy s nucenym
provzdugovanim. Dale kompostovani ure probihat ve statickych hromadach
s nucenym provzdu®vanim, ale zde jsou jisté nedostatky. DochaziHom®genni
distribuci kysliku a to ma za nasledek lokalni \mwani kompostu [27]. Tato metoda
setfadi mezi technologiex situ.

Landfarming je proces zaloZzeny na aerobnim biolagit rozkladu polutaftv tenké
vrstwe. Na plochu, ktomu genou, se naveze kontaminovany material, ktery
se rozprosge do tenké vrstvy (25 az 30 cm). Déle je materi@dnonebo kyfen a
z&sobovan Zivinami. V fibéhu procesu se upravuje pH, které b§larbyt v rozmezi

6 aZz 8 [30]. Landfarming je jednoduchy &niny proces fedevsim pro odstii@vani
ropnych produkt a rekterych derivai PAU. Mezi nevyhody tohoto procesu fat
omezena hloubka o%etvané vrstvy, nemoznost zachydtdvych slozek a jejich unik
do atmosféry. Nelze kontrolovat podminky procesipreto je nejvhodgsi pouze
pro teplé oblasti. Tato metoda &&li mezi on situ metody, protoZze kontaminovana

puda je zpracovavana v blizkosti svého&zgni.
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» Mykoremediace pé&t do specifického oddvi augmenténich bioremediénich
postugi. Nazev napovida, Ze k degradaci polutas¢ vyuZzivaji #izné druhy hub.
Velmi slibnou metodou se zda byt pouziti hub biléildby, které produkuji
extracelularni enzymy. Kro#énsvého pirozeného substratu jsou tyto enzymy schopné
degradovat a do &ité miry mineralizovat Siroké spektrum organickyltizorodych

latek.

2.3. Biodegradace PAU

Biodegradace je jev,ipkterém se PAU stavaji sédsti metabolismu mikroorganisina
tim jsou odbouravany. PAU jsou metabolizovany ey jSimi mikroorganismy jako jsou
bakterie, houby &asy. V idealnim fipac€ dochazi k mineralizaci PAU, tedy k uplnému
rozkladu az na oxid ulglity a vodu.

Degradace PAU zavisi na podminkadch pexfit p&tu a druhu mikroorganisin
struktue chemickych slatenin a na nie kontaminace prasdi [3]. Rychlost biologického
rozkladu zavisi na pH, tepkgtkysliku, mikrobialni populaci a stupni jeji aklatizace a
dostupnosti Zivin. Na obrazku 3 na stréB jsou uvedenyithlavni zpisoby mikrobialniho
metabolismu PAU [31].

Nekteré druhy vidknitych hub vyuZivaji cytochrom P4b0xidaci PAU [32]. Vznika
arenoxid, ktery je hydrolyzovan epoxid hydrolasautmans-dihydrodiol nebo je femenén
na hydroxy derivat, ktery fize podlehnout konjugaci s jinymi latkami [33].

Zvlastni skupinou jsou tzv. ,houby bilé hniloby“fi Rlegradaci PAU pomoci jimi
produkovanych ligninolytickych enzyimdochazi k nespecifické radikalové jednoelektronové
oxidaci za vzniku chinahn [34]. Mezi tyto enzymy pét lignin peroxidasa, mangan
dependentni peroxidasa a lakasa [35].

Bakterialni degradace je zahgjena intracelularmgymem dioxygenasou, kdy dochazi
k navazani dvou atoim kysliku za vzniku cis-dihydrodiolu. Vzniklé latky jsou dale
dehydrogenovany enzymewis-dihydrodiol dehydrogenasa za vzniku dihydroxylodam
aromatického jadra. Poté dochazi k dalSimipesti aromatického jadra katalyzovanému
v poloze ortho intradiol-dioxygenasami nebo v polozeeta pomoci extradiol-dioxygenas
[33], [36].

Bakterie, které jsou schopny degradovat PAU, byhakmvar izolovany fedevsSim
ze vzorki pady. VétSina z nich pat k rodu PseudomonasMycobacterium Aeromanas
Rhodococcu§37], [38].
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Obr. 3: Obecné schéma biodegradace PAU.
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2.3.1.Bakterialni degradace PAU

Nejvice prostudovanym organismem pro bakterialgiragace PAU jsou bakterie rodu
Pseudomonaskteré jiz dive byly pouzity pi studiu degradace benzenu a jeho deiliya®].
Postup degradace je zndzoirma obrazku 4 na str&a5. Principy &chto drah jsou obecné a
plati i pro degradace polycyklickych systi&m

Na obrazku 5 na strar26 je znazorén postup odbouravani naftalenu bakteriemi. Jak
bylo jiz vySe uvedeno, degradace je zahajena pomaodtienzymovéeho komplexu naftalen
dioxygenasy v poloze 1,2 za vznikgis-1,2-dihydronaftalen diolu. Ten je dale
dehydrogenovan za vzniku 1,2-dihydroxy naftalenwomaticky kruh je poté roziten
extradiol dioxygenasou. Aldolasa ogfsitje pyruvat, vznika salicylaldehyd, ktery je oxdo
na salicylovou kyselinu.

Tato kyselina mize byt oxidovana pomoci monooxygenasy za vzoikatecholu, ktery
podléhdortho nebometarozSgpeni [31], [36].

Antracen niZze byt zcela mineralizovan bakteriemi roddseudomonasSphingomonas
Nocardiag Beijerinckig Rhodococcust Mycobacteriun]40]. Postup odbouravani je obdobny
jako u naftalenu, ale po dekarboxylaci 2-hydroxgedtalen karboxylové kyseliny vznika
2,3-dihydroxy naftalen. NejspiS probihaébpmeta St€peni a dochéazi k tvogbkyseliny
ftalové, ktera je dekarboxylovana na kyselinu sébeou a degradace probiha ébpies
katechol [38].

Razné druhy bakterii rodycobacteriummetabolizuji fenanthren naznych mistech
molekuly. Napiklad bakterie roduPseudomonaa Nocardia oxiduji fenantren v poloze 3,4,
u jinych z&ina atak v poloze 1,2. Studie drah metabolismu rfieeau byly provaghy
s mnoha druhy bakterii rod#Pseudomonas, Arthrobacter, Aeromonas, Sphingomonas,
Acidovorax, Brevibacterium, Mycobacterium a Nocard@8].

Degradace fluorenu e probihat fremi nmiznymi zpisoby. U jednoho Zjsobu
se kumuluje 4-hydroxo-9-fluorenon a u zbylychigphi se tvdi 2-formyl-1-indanon [3].

Fluoranthen je fedevSim degradovan bakteriemi rokllycobacteriuma Alcaligenes
Zacatek degradace je zahajer¢bfioxygenasou v poloze 7,8 a vznika 7-acetnaftemeio
v poloze 1,2 a vznika 9-fluorenon [38].

Bakterie vyuzivaji PAU jako zdroj uhliku a mohoutbgké vyuzity pro vystavbu
biomasy. Pro mnohé bakterie nebyla dosud objeskompletni metabolicka draha. Je nutné
neustalé sledovani fgichu degradace PAU, aby nedochazelo ke kontaminamstedi

toxictéjSimi produkty degradace
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pyruvat + acetaldehyd sukcinat + acetat

Obr. 4: Mechanismus degradace benzenu bakteriemn@tasgpeni, Il. —ortho S€peni).
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2.3.2. Houbova degradace PAU

Houby jsou eukaryotni, heterotrofni organismy. Nsadtwji chlorofyl a proto igimaji
Ziviny z prostedi ve forn¢ organickych latek. Je prokazano, Ze houby pouzkvaxidaci
PAU cytochrom P450 stejrjako napiklad savci. [3j je sowasti sekundarniho metabolismu
hub a nevede k ziskani energie nebo zdroje dudi#te.o dj detoxifikatni a nedochazi
pii ném k rozSépeni aromatického kruhu. Dochéazi k oxidaci za vamgaktivniho arenoxidu,
ze kterého vznikaji hydrolyzowans-dioly, ze kterych mze gesmykem vzniknout hydroxy
derivat. Ten mZe byt detoxifikovan jako glukuronid, glukosid, fl atd. [41].

Z hydroxylovanych derivatmohou v gkterych gipadech vzniknout také chinony, které jsou
prokazané mutageny [42]Transdioly byly zjiStny v piipac houby Cunninghamella
elegans a to pro naftalen (v poloze 1,2), fenanthren;(B2 a 9,10), fluoranthen (2,3),
benzo(a)anthracen (8,9; 10,11 a 3,4) a benzo(a)pisd; 9,10 a 7,8) [32]. Vifpack
Cunninghamella elegarsbenzo(a)anthracenu byly detekovany i 8,9,10:1rkdly [43].

Jak jiz bylo zmigno, zvlastni skupinaidvokaznych hub, které jsou také ozmzané
jako houby bilé hniloby, produkuji ligninolytickéneymy, které degraduji lignin. Rozlozeni
ligninu u napadenéhaelva vede k jeho vyeni, odtud také nazev ,houby bilé hniloby* [44].

Diky nizké substratové spec#fitmohou ligninolytické enzymy hub bilé hniloby
degradovat perzistentni aromatické polutanty poddtrukturou ligninu. Mezi tyto polutanty
pati PAU, chlorfanoly, chloraniliny, polychlorované femnyly, dioxiny, nitroaromaty,
herbicidy a pesticidy [45]. #° degradaci za pomocéthto enzynmi dochazi k nespecifické
radikalové jednoelektronové oxidaci. Ligninolytickgnzymy vyprodukuji kation-radikal,
ktery difunduje do prosgtdi a funguje jako mediator mezi enzymem a sulesirgi46].
Produkty degradaceckierych PAU houboWPhanerochaete chrysosporiuiktera je nejvice
prostudovana, jsou uvedeny na obrazku 6 na&t28n[47]. V literatie Ize také nalézt
publikace, kde byly houby bilé hniloby pouZzity pgomdegradaci PAU v kontaminovaném
diewe [48], [49].

Mezi nejprostudovaijSi ligninolytické enzymy pét lignin peroxidasa (E.C. 1.11.1.14),
mangan-dependentni peroxidasa (E.C. 1.11.1.13)as#k(E.C. 1.10.3.2) a versatilni
peroxidasa (E.C. 1.11.1.16) [35].
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2.4. Kompostovani materia kontaminovanych PAU

Kompostovani je povazovano za vhodnou technologiio pbioremediace
kontaminovanych jd, sediment, kali a jinych material jako je napiklad kontaminované
dievo. Fyzikalni, chemické a biologické faktory owiliji proces kompostovani a cuii
biologickou dostupnost kontaminujicich latek [5@jitori Cajthaml a kol. (2002), Cajthaml a
kol. (2005) a Cai a kol. (2007) prokazali, Ze komstpwani je efektivni metoda degradace
PAU jak v laboratornim, tak pilotnimdfitku [51], [52], [53].

Kompostovani jgizeny biologicky proces, kterym se mohou odbourévganické polutanty
pii aerobnich i anaerobnich podminkéch. Jak jiz byfe zmigno, kontaminovany materiél
se smicha s vhodnym kompostovacim substratem, jelib& je dilezity pro zaji&ni
vhodné porozitosti kompostu a také pro zajispotebného porru C : N. Dilezité je také
udrZzovani teploty aipdevsim vihkosti kompostu (optimélni vihkost se yimhje v rozmezi
40 % aZz 60 % m/m). Pokud je zaiStdostateény prisun kysliku v systému a vysSiigavek
organickych materiél tak kompost snadji dosahne termofilnich podminek v zakladce.
Pritomnost snadno rozloZitelnych organickych matéria zakladce stimuluje aktivitu
mikroorganisni a podporuje biologicky rozklad PAU. Na biologickéazkladu polutarit
se podili komplexni mikrobialni konsorcium obsatiujbakterie, aktinomycety, nizsi
houby, kvasinky a &které dalSi organismy. Zny mikrobialnich spok&enstev v pibehu
kompostovani kontaminované zeminy PAU sledovaloiaulanca Antizar-Ladislao a kol.
(2005) a Blanca Antizar-Ladislao a kol. (2008) [54%5]. Stanovenim fosfolipidickych
markerovych mastnych kyselin (PLFA) zjistili, Ze kmabialni spoléenstva jsou ovlivéna
teplotou v pibéhu kompostovaciho procesu. Kompostovaci proceg teplotniho hlediska
roz&lit do ¢ty fazi: mezofilni (35 — 45 °C, vyskyt mezofilnichganisnt), termofilni
(45 — 75 °C, vyskyt termofilnich sporulujicich balt a termofilnich hub), chladnuti (vyskyt
mezofilnich hub a bakterii, jejichz sporyeprvaly termofilni fazi ) a zrani, kdy se kompost
jevi jako stabilni.

VétSina publikaci je zasiiena na degradace PAU v kontaminovanyétigeh a kalech
[56], [57], [58]. V literatde |ze v podstétnalézt pouze jednu publikaci, kde se Loser a kol.
(2004) zabyvali degradaci PAU v odpadnitewd metodou kompostovani [59]. Sledovali
vliv teploty, pfidavku m@oviny a dusinami na degradaci PAU v pbéhu kompostovani.
Zjistili, Ze k nejrychlejSi a nejrozsahlejSi degradPAU a mineralizaciigva doSlo fi teplo®
30 °C. S pidavkem mooviny jako zdroje dusiku doslo &pke zrychleni degradace PAU.

Nicmérs s piidavkem dusiku @Sim neZ 2 g-kg) ve forme dustnanu byl zaznamenan
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vyrazny pokles degradace PAU. Jini d&use zabyvali degradaci PAU v kontaminovaiddd
uhelnym dehtem v okoli plynaren ve Velké Britai0]. Fida byla smichdna se substratem,
ktery byl pipraven ze swrsi potravin (mrkev, okurka, hlavkovy salat, cibulambory a
rajcata vSe ve stejném pem), pilin (susina 38 % m/m), li&t(susina 17 % m/m), travy
(suSina 27 % m/m) a pSéneé slamy (suSina 14 % m/m). Tento experiment pralkaze
teplota 38 °C a vlhkost vrozmezi od 60 % - 80 %/nfinjsou optimalni parametry
kompostovani pro degradaci lehkyckzkych PAU.

Kompostovani kontaminovanych zemin bylo v 90. letekouseno i R jako zgisob
odstrarni ropnych uhlovodik V sowasnosti se spiSe vyuziva ke snizeni jejich konaentr

v kalech a dosazeni lindipro jejich uloZeni na skladK7].
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3.

Cil prace

Sledovani efektivity odstrani PAU z kontaminovaného i@va (prazce)
kompostovanim

Srovnani vlivu dvoutrznych kompostovacich substrata degradaci PAU

Srovnani vlivu velikosti kontaminovanéheedla na Ginnost degradace PAU

Analyza mikrobialniho spotenstva pitomného v pkbéhu kompostovani PAU
(stanoveni tistu mikroorganisin metodou PLFA a stanoveni ergosterolu; stanoveni
enzymovych aktivit v pibéhu degradéniho procesu)

Sledovani ekotoxicity kompostovaného materialudbginu kompostovaciho procesu
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4.

4.1.

Material a metody

Pouzité chemikalie

4.1.1. Standardy

smes 16 PAU od Dr. Ehrenstorfer (US EPA, Metod 610)
benz(a)anthracen-7,12-dion (BAC) min. 97%, Sigmdrish, USA

methyl nonadecanoate99,5%, Fluka, D

standardy methylestiermastnych kyselin (i14:0; i15:0; al15:0; 15:0; i1,616:107;
16:109; 16:1w5; 10Me-16:0; i17:0; al7:0; cyl7:0; 17:0; 10Me-17t8:1n7; 18:1n9;
18:206,9; 10Me-18:0; cy19:0), Matreya LLC, USA.

4.1.2. Rozpougdla

aceton pro HPLC, ChromserviSR
acetonitril pro HPLC, Chromservi€R
cyklohexan pestapur, Chromsend®
deionizovana filtrovana voda
dimethylsulfoxid pro HPLC, ChromserviSR
ethyl-acetat pro HPLC, ChromserisR
hexan pestapur, ChromsendR

chloroform pestapur, ChromservisR
methanol pro HPLC, ChromservisR

toluen pestapur, ChromserisR

4.1.3. DalSi chemikalie

ABTS > 98%, Sigma-Aldrich, USA
CH3COOH p.a., Pent&R
CHs;COONa p.a., Pent&R

DMSO> 99,9%, Sigma-Aldrich, USA
H.O; p.a., Sigma-Aldrich, USA

KOH p.a., Lach-NerCR
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+ KH,PQ,p.a., Lach-NerCR

« moisky pisek prany, Pent@R

+  N299,99%, Linde(R

* NaCl min. 99,5%, Sigma-Aldrich, USA
« NaH,PQ, p.a., Lach-NerCR

* SDS>98,5%, Sigma-Aldrich, USA

» Veratryl alkohol, Sigma-Aldrich, USA
« Vinan sodny p.a., Lachem@Rr

4.1.4. Organismy pro testy toxicity

+ luminiscergni bakterieVibrio fischeriNRLL-B-11177, od Ing. R. Musiaf;R

« rostlinna semenadenene Hordeum vulgard..), od firmy Semena Vatk s.r.o.,CR

4.1.5. Kontaminovanéivo (prazce)

V kompostovacich experimentech byly pouzity kontawané nadrcené ZeleZni
prazce od firmy EKO-BIO Vys#ina, spol s.r.oCR.

4.1.6. Kompostovaci substraty

Jako kompostovaci material byl pouzit tzv. ,zelesybstrat® od Fho Vaclavika,
Biotechnologie vyroby substtaa Zampion s.r.o.,CR. Suroviny pro vyrobu substratu jsou:
slama pSernaiezana, dibezi trus (jako zdroj dusiku), sadrovec (pro sripét) a voda.

DalSi pouzity kompostovaci material bytarst pos€ena trava z pokusné plochy
v aredlu MBU AVCR.

4.2. PFistrojové vybaveni

» Analytické vahy AE 240, Mettler, CH

* ASE 200, Dionex, USA

* Autosampler CombiPAL, Varian, USA
» Centrifuga 5415D, Eppendorf, D

e Centrifuga ERA20, Hettich, D
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» DAD detektor, Waters 2996, USA

* Hmotnostni detektor 240-MS, Varian, USA

* Homogenizéator Ultra-Turrax T25, Janke & Kukel, IK&bortechnik, D

» Kapalinovy chromatograf, Waters 2695, USA

« Luminometr Lumino M90a, JDZ Obraheniru, Dolni Ujezd u LitomyslelR

*  pH metr IQ 140, 1Q Scientific Instrument, USA

* Plynovy chromatograf 450-GC, Varian, USA

» Spektrofotometr SPECTRA max PLUS384, Molecular DesiCorporation, USA
» Vakuovéa odparka RVO 400, INGOSR

4.3. Stanoveni PAU

4.3.1.Extrakce PAU metodou ASE

Metoda ASE (Accelerated Solvent Extraction) praczgezvySeného tlaku a teploty.
Extrakce byla provésha gistrojem ASE 200. Parametry extrakce PAU metodo& As®u:
teplota 150 °C, tlak N 10,34 MPa a rozpou&tlo hexan-aceton (3:1 v/v). Vzorky byly
nejprve ususSeny v digesio za laboratorni teploty a poté byly homogenizovany
homogenizator Ultra-Turrax T25.

Na dno extraéni patrony byl vioZen filtréni papir a fidan 1 g méského pisku.
Pak bylo odvazeno 2 g vzorku a mrtvy objem patroylydoplnin masskym piskem. VVzorky
obsahujici PAU byly extrahovany J@th krocich. Poté byly vSechny vzorky othray
na polovinu svého objemu (Ziebdu minimalizovani ztrat lehkych PAU) pomoci vakao
odparky RVO 400 f teplo& 40 °C a tlaku 40 kPa. Po odpai poloviny objemu vzorku bylo
piidano 25 ml ethyl-acetatu a poté byl otirahexan P teplo& 40 °C a tlaku 25 kPa. Z takto
upravenych vzonk bylo odebrano 20 ml vzorku na ekotoxikologickéye&e zbyvajicimu
mnozZstvi vzorku byl idan 1 ml vnitniho standardu BAC f{jpraven v ethyl-acetatu)
o koncentraci 3000 ppm. Vzorky bylyiezEny 10krat nebo 20krat acetonotrilem
pied analyzou metodou vysokddné kapalinové chromatografie (HPLC).

4.3.2. Stanoveni PAU vysokéanou kapalinovou chromatografii

VSechny vzorky byly analyzovany kapalinovym chroogeafem Waters 2695 s UV
detektorem s diodovym polem Waters 2995, multitisoeinim detektorem Waters 2475

a termostatovanou peci pro kolony. Pro separsek ldyla pouzita kolona LiChnospher PAH
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(5 um) o délce 250 mmiipteplot 25 °C. Davkovaci objem vzorku byl 5 pl. Pro analyz
16 PAU byla pouZita gradientova eluce. Mobilni faabsahovala s#s rozpousidel
methanol-acetonitril (1:1, v/v) (A) a deionizovanaodu (B). Pétok mobilni faze byl
nastaven na 1 fihin™*. Program z&al isokraticky 5 min fi pouZiti 70 % (A). Poté se pamy
menily linearre do 100 % (A) v 20 min a @pnasledoval isokraticky krok 20 min. PAU byly
detekovany p vinové délce 254 nm, kde macé¢tgina PAU absogmi maximum.
Ke kvantitativnimu vyhodnoceni byl pouZit fluoreséei detektor. Nastaveni exitasich a
emisnich vinovych délek jednotlivych kafiakanal A ex250/em390 nm (pro PHE, ANT,
IPY), kanal B ex280/em340 nm (NAP, ACL, FLO, FLT)YR, BaA, CHR), kanal
C ex305/em390 nm (BbF, BkF, BaP, BghiP, DBA). Chatmgramy byly vyhodnoceny
softwarem Empower. Jednotlivé piky byly identifikmy na zaklagl porovnéni retetmich
¢adi a UV spekter. Ke kvantitativnimu vyhodnoceni bplyuZity plochy pik. Koncentrace
PAU byly stanovovany pomoci kalilimsich Kivek, které byly sestrojeny z 5ti bdd
v koncentranim rozsahu 0,1 - 10 . Regresni koeficient se pohyboval vrozmezi
0,9998-0,9999.

4.3.3. Vyhodnoceni vysledk

Skut&né mnozstvi praic ve 2 g vzorku kompostu bylo stanoveno na zaklad
koncentrace &kych kowi (Pb a Co) vyskytujicich se v prazcich nebo suhstrdetodou
vnittniho standardu. Analyza¢zkych kowi v kompostovacich substratech a vzorcich
kompostu byla provedena v Analytickych labofatb Plzé a.s. Tabulka 4 shrnuje vyskyt

téZkych kowa v substratech a prazcich.

Tab.4: Vyskyt €Zkych kowi v travnim substratu, ,zeleném substratu” a prdicic

kov jednotka travni substrat  Zeleny substrat prazce
Pb mglkg ™" 21,7 2,5 12,7
Co mglkg™* 11 4,1 0,7
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Pro vypa&et hmotnosti praZc ve vzorku byly pouzity kovy: Pb pro kompost
se ,zelenym substratem” a Co pro kompost s trawsibstratem. Mnozstvi pratee vzorku
odkeru kompostu (se ,zelenym substratem*®) bylo Wteoo podle vzorce:

Mprazce= (Crkv / Crks) My, (1)
kde
Mprazcej€ Skut€na hmotnost prafcve vzorku kompost{g]
crkv je koncentraceifslu§ného kovu ve vzorku kompogtagkg ™
Crks je koncentraceifslusného kovu v kompostovacim substiangkg ™
my; je hmotnost vzorku komposig]

MnozZstvi prazé ve vzorku odbru kompostu (s travnim substratem) bylo Wieno

podle vzorce:
Mprazce= Myz—~(Ctkv / Crks) (2
kde
Mprazcej€ Skut€na hmotnost prafcve vzorku kompost{g]
crkv je koncentraceifslu§ného kovu ve vzorku kompogtagkg™
Crks je koncentraceifslu§ného kovu v kompostovacim substfangkg ]

my, je hmotnost vzorku komposig]

4.4. Stanoveni  fosfolipidickych ~ markerovych ~ mastnych  kiia
(metodou PLFA)

Analyza fosfolipidickych mastnych kyselin je jedermprostedku charakterizaceagni
mikroflory. Membranové fosfolipidy i@dstavuji pouze Zivou mikrobiélni biomasu. Princip
metody spoiva v extrakci lipidi ze vzorku a nasledné izolaci fosfolipjckteré jsou satasti
bunécnych membran a &, dale dochazi k uvadni mastnych kyselin z fosfolipida jejich
pievedeni na methylestery. Methylestery jsou detekpwa stanovovany pomoci plynové

chromatografie (GC) a hmotnostni spektrometrie (MS)

4.4.1.Priprava vzork

Extrakce lipida
Do zkumavky byl odvazen 1 g vzorku afidano 0,5 ml fosfatoveho pufru
(50 mM, pH=7,4), 1,25 ml methanolu a 0,625 ml cbformu. Vzorky byly pratpany
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1 min a poté byly extrahovany ve &m hod i pokojoveé teplat. Po extrakci byly vzorky
centrifugovany na centrifuze Centrifuga ERA205 rpin 3500 ot&kach za minutu (rpm)
pii pokojové teplat. Ze vzorki byly ziskany d¥ faze: 1. faze (spodni) chloroformova, ktera
obsahuje lipidy a 2. faze (horni) skladajici seodywa methanolu, ktera obsahuje ve &od
rozpustné substance. Supernatant (spodni chlorof@nmfaze) byl odebran daisté
zkumavky, uzaken vickem s teflonovou vlozkou a uchovavan vetid sedimentu bylo cft
piidano 1,25 ml methanolu a 0,625 ml chloroformu,épatsledovalo prigpani vzork

1 min, extrakce 1 hod za stejnych podminek, cema¥ani vzork (5 min, 3500 rpm
pii pokojové teplat). Vznikly supernatant byl spojen #eplchozim. Reextrakce byla
provedena je8tlkrat. Poté bylo k supernatanttidano 1,88 ml fosfatového pufru (50 mM,
pH=7,4) a 1,88 ml chloroformu. S byla tepana 1 min a ponechana v ledei gres noc.
Odstata s@s byla centrifugovana (5 min, 3500 rpmi pokojové teplat) a pasterovanou
pipetou penesena spodni chloroformovast do vzorkovnice (8 ml). K vodniasti bylo
piidano 1,88 ml chloroformu, @épnésledovaloiepani (1 min), centrifugace (5 min, 3500 rpm
pii pokojové teplat) a spodni chloroformovéast byla spojena g@dchozi. Zbyly pevny
material byl usuSen v susémii teplot 50 °C.

Frakcionace lipidi

Vzorky z pedchozich extrakcici byly odfgmy proudem dusiku a ieakny 100 pl
chloroformu. Kolona Lichlorut Si 60 (Merk, 200 mbyla p'ed nanaSenim vzaikpromyta
1,5 ml chloroformu. Vzorky byly naneseny na kolanuzorkovnice jestvyplachnuty 100 pl
chloroformu a roztok také nanesen na kolonu. Vynwabrkovnice chloroformem bylo
provedeno jest 1krat. K vymyvani neutralnich lipidbylo pouZzito 2 ml chloroformu (tato
frakce nebyla odchytavana k analyze), glykolipioylo pouzito 6 ml acetonu (tato frakce
nebyla odchytavana k analyze) a k vymyvani fosidtioylo pouzito 2 ml methanolu (tato
frakce byla jimana do 8 ml vzorkovnice ).

Mirna alkalicka methanolyza (transesterifikace)

Mastné kyseliny, které jsou vazany ve fosfolipidgslou uvolgény a pevedeny
na methylestery.

Vzorky byly odpd@eny proudem dusiku do sucha a nasiedozpustny v 50 pl
vhitiniho standardu methyl nonadecanoattip(aven v hexanu) o koncentraci 200 ppm.
Vzorky byly opt jemré odpdaeny dusikem. Poté bylo ke kazdému vzorkiidgmo
0,5 ml toluenu a 0,5 ml methanolu, vSe bylepino 1 min. Dale bylifglan 1 mlc¢erstw
piipraveného 0,2 M KOH v bezvodém methanolu a vzobgy inkubovany 15 min

pii 37 °C. Po inkubaci v teplé lazni byldigggno 1,6 ml hexanu, 0,4 ml chloroformu, 0,3 mi
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1M kyseliny octové a 2 micerstvé redestilované vody. VSe byléegano 1 min
a centrifugovano (10 min, 2500 rpnii pokojove teplot). Horni faze byla fenesena
do vzorkovnice a spodni faze byla znovu promytanil,®iexanu a 0,4 ml chloroformu. €p
nasledovaloiepani 1 min a centrifagce (10 min, 2500 rpinpokojové teplat). Horni faze
byla odebrana a spojenaigeg@chozi. Promyti spodni faze bylo zopakovano ppdiedniho
kroku. Posledni horni faze byla spojenaiedphozimi. Bed n®fenim na plynovém
chromatografu byly vzorky odpany proudem dusiku do sucha @ewiny 1 ml hexanu, sis

byla tepana 30 s a poté byl 1 ml vzorkiepesen do 2 ml vzorkovnice Bigraven k analyze.

4.4.2.Stanoveni fosfolipidickych markerovych mastnychelkysplynovou

chromatografii s hmotnostni detekci

K analyze methylestérz mastnych kyselin fosfolipitdbyl pouzit plynovy chromatograf
Varian 450-GC s hmotnostnim detektorem Varian 240-M.atky byly separovany
na kapilarni kolo& DB-5MS o délce 60 m, fiméru 0,25 mm a stacionarni fazi 0,25 um. Byl
davkovan 1 pl vzorku pomoci autosampleru Combi Raknym plynem bylo He o fioku
1,2 mimin™. Teplotni program z@l isotermala pii teplo& 60 °C a trval 1 min i) zakeném
delici. Potom byl dlic otewen (1:50) a teplota stoupala line&rdo 160 °C rychlosti
25 °Chin* a poté do 280 °C rychlosti 2,5 fn™, tato teplota byla udrzovana 10 min.
Detekce byla spu&ta 8 min po startu. Teplota injektoru byla nastavea 280 °C. Byla
pouzivana EI ionizace (70 eV). Hmotnostni spektyda bzaznamenavana v rozsahu
50-350 m/z. Methylované mastné kyseliny byly idiékdvany na zakla8l porovnani
retertnich ¢asi se standardy a kvantifikovany za pomoci ploch apilKoncentrace
fosfolipidickych markerovych mastnych kyselin byktanovovany pomoci kalibfaich
kiivek, které byly sestrojeny z 5ti bivdv koncentranim rozsahu 0,1-10 (iff. Regresni
koeficient se pohyboval v rozmezi 0,9997-0,9999.
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4.5. Stanoveni ergosterolu

Ergosterol je satasti bugénych membran hub a je pouzivan jako ukazatel hog&ibov

biomasy v fde.
4.5.1.Priprava vzork

Do 8 ml vzorkovnic bylo navazeno 0,5 g vzorku kostpwaného materialu. Poté byl
piidan 1 ml cyklohexanu a 3 ml 10% KOH v methanolméS vzorku a rozpoudtel byla
inkubovana v ultrazvukové lazni o te@lotO °C 90 min. Poté bylimlan 1 ml ¢erstvé
destilované vody a 2 ml cyklohexanu. Vzorky bylkepgdny 30 sa centrifugovany
(5 min, 3500 rpm § pokojové teplat). Supernatant (horni vrstva) bylrgmesen
do vzorkovnic. Ke vzorkm bylo ot pridano 2 ml cyklohexanu, sfa byla tepana 30 s a
centrifugovana (5 min, 3500 rpn¥ipokojové teplot). Odebrany supernatant byl spojen
s predchozim. Reextrakce byla provedenagjggtinou podle posledniho kroku a odebrany
supernatant byl spojen ggplchozimi. Sediment byl po extrakci ususSen v s@Sgiinteplo®
55 °C. Cyklohexan byl ze supernatantu ddpadusikem do sucha (cca 1 hod) a poté byly
vzorky rozpudtny v 1 ml methanolu. Sés byla tepana 30 s a inkubovana ve vodni lazni
o teplot 40 °C 15 min. Po inkubaci byly vzorky é&pttepany 30 s. Cely objem vzdrloyl
pienesen do 1,5 ml uzaviratelnych zkumavek a cegoifan (3 min, 6000 rpm).

Ze supernatantu bylo odebrano 800 pl k analyze HPLC

4.5.2. Stanoveni ergosterolu vysokotnou kapalinovou chromatografii

Ke stanoveni ergosterolu byl pouzit kapalinovy omatograf Biotek Instruments
vybaveny autosamplerem Biotek Instruments 465 a Dobektorem Biotek Instruments
540+. Byl davkovan objem 20 ul. Ergosterol byl sepén na reverzni fazi kolony
LiChrosorb C18 (5 um). Eluce byla provedena 100 &thenolu a prtok mobilni faze byl
1 miin™. Ergosterol byl detekovan UV detekdi plnové délce 282 nm. Kvantifikovan byl
za pomoci ploch pik Koncentrace ergosterolu byly stanovovany pomatibkatnich kivek,
které byly sestrojeny z 5ti badv koncentranim rozsahu 0,1-20 |iif. Regresni koeficient
se pohyboval v rozmezi 0,9998-0,9999.
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4.6. Stanoveni aktivity ligninolytickych enzyin

Princip spektrofotometrickych metod éeni enzymovych aktivit sgova v neieni
zmeny absorbance reaki snesi zpisobené tvorbou barevného produkihdm enzymem
katalyzované reakce probihajici v dané éedalsntsi. 1 jednotka enzymu je definovana jako
aktivita, kterd vyprodukuje jtmol barevného produktu za 1 min. VSechna stancafetiniity
ligninolytickych enzyni byla méfena na spektrofotometru SPECTRAmax PLUS384.

4.6.1. Lakasa vazana na matrici vzorku

V tomto experimentu byla stanovovana aktivita lakéisgc) pomoci oxidace ABTS
(2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonova skilina)). Absorbance byla d&fena
pfi 420 nm. Molarni absotmi koeficient ABTSez0 &ini 36000 M @m™.

K odvazenému vzorku kompostovaného materialu (0,8 bylo pidano
0,9 ml 120 mM sodnooctanového pufru (pH = 5,0)1ardl 50 mM ABTS. Poté byly vzorky
inkubovany 2 min p pokojové teplot za stalého fepani a nasledn centrifugovany
na centrifuze Centrifuga 5415D (1 miii 26000 g). Pro ®reni na spektrofotometru bylo
odebrano 200 ul supernatantu. Jako slepy vzorekpbykit sodnooctanovy pufr (9Q0)
a50 mM ABTS (10Qul). Vzorek kompostu byl poté usuSeti Bp0°C a zvazen. Zji8ha
enzymova aktivita byla vztazena na mg suchého kstapo
Vypocet enzymové aktivity:

EA = AALY / tl8420 3
kde
EA je enzymova aktivita [U]
AA je absorbance vzorku minus absorbance slepéh&wzo
V je objem reakni snesi [I]
t je cas reakce [min]
€ je molarni absokmi koeficient

Pred stanovenim aktivity Lac, LiP a MnP v extraktkampostovaného materialu byly
odebrané vzorky kompostu (0,3 g) inkubovany s 2 1M sodnofosfatovym pufrem
(pH = 6,0) s 1% SDS (sodium dodecyl sulfat) repd&ce (2 h, 200 rpm) a extrakty byly
nasled’ odsoleny pomoci kolonky HiTrap Desalting (GE Heedire, Svédsko).
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4.6.2. Lakasa v extraktu

Aktivita volné lakasy byla stanovena na zaklaznény absorbance dhem oxidace
ABTS pxi vinové délce 420 nm. Reakce byla odstartovaridagkem ABTS do reaki
smssi. Molarni absorni koeficienteszo ABTS &ini 36000 M*@m™.

Slozeni reakéni smési:

20 pl vzorku
160 pl 120 mM sodnooctanového pufru (pH = 5,0)
20 ul 50 mM ABTS

4.6.3. Lignin peroxidasa v extraktu

Aktivita  lignin  peroxidasy (LiP) byla stanovena nazaklad zmeny
spektrofotometrickych vlastnosti VA (veratryl allah po jeho pidani do reaé&ni snesi
pii vinové délce 310 nm. Reakce byla odstartovaidagkem VA do reasni snEsi. Molarni
absorgni koeficientezi1oVA ¢&ini 9300 M*.cm™.

SloZeni reakéni smési:

30 pl vzorku

155 pl 0,1 M sodnovinanového pufru (pH = 3,0)
10 pl 54 mM HO,

5ul 25 mM VA

4.6.4. Mangan-dependentni peroxidasa v extraktu

Aktivita mangan-dependentni peroxidasy (MnP) bylangvena na zakladzmeny
spektrofotometrickych vlastnosti DMP (2,6-dimethfenol) po jeho fidani do rea&ni snesi
pii vinové délce 469 nm. Reakce byla odstartovaridapkem DMP do reaki snesi.
Molarni absorpni koeficient €466 DMP &ini 49600 M*.cmi®. Pro stanoveni enzymovych
aktivit MnP byly gipraveny fi realkeni snesi (1, 11, 111).

SloZeni reakéni smési (I):

20 pl vzorku

170 pl 65,8 mM Na-malonatového pufru (pH = 4,5)

10 pl 20 mM DMP
Hodnoty enzymovych aktivit Lac nasfenych v reaéni sn€si | odpovidaji hodnotam aktivity
lakasy: | = Lac
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SlozZeni reakéni smesi (I1):
20 pl vzorku
152 pl 65,8 mM Na-malonatového pufru (pH = 4,5)
10 ul MnSQ
8 pl 10 mM HO,
10 pl 20 mM DMP
SloZeni reakéni smési (I1):
20 pl vzorku
152 pl 65,8 mM Na-malonatového pufru (pH = 4,5)
10 pl EDTA
8 ul 10 mM HO;
10 pul 20 mM DMP
Enzymové aktivity MnP a mangan independentni pelasy (MiP) byly uéeny jako
rozdil nan¢renych enzymovych aktivit pro re&k snesi |, I, 1l . Hodnoty enzymovych
aktivit MnP byly vypateny podle vztahuvinP = II-1ll . Hodnoty enzymovych aktivit (MiP)
byly vypaiteny podle vztahiP =111 — 1| .

4.7. Testy ekotoxicity

Testy ekotoxicity byly provamy na extraktech ze vzarkkomposi, které byly
odebirany 40., 140. a 240. nebo 340. den (po déartermofilni faze kompostu).

4.7.1.Test inhibice bioluminiscence bakterii Vibrio fisch

Stanoveni inhibice bioluminiscence baktehibrio fischeri kterd je zpsobena
toxickymi latkami rozpugnymi ve vod& nebo ve vyluhu popisuj€SN EN ISO 2000 [61].
K testovani se pouziva rska, gramnegativni bakteri¥ibrio fischeri ktera pirozerg
emituje s¥tlo, jez vznikd v organismu ip chemické reakci katalyzované enzymem

luciferasou.

Itrgif a
FMNH, + O, + R-CHOD P FMN + R-COOH + HO +hy (4)
Princip testu spfiva ve srovnani bioluminiscencéed a po expozici toxickou latkou.

V tomto experimentu byly testovacim organismem higterini bakterieVibrio fischeri
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kmen NRLL-B-11177. Vzorky byly steny na jednozkumavkovém manualnim luminometru
LUMINO M90a.
Piiprava bakterii (pracovni suspenze):

Lyofilizované bakterie byly uchovavanyigeplog — 18 °C. Do ampule s bakteriemi
bylo rychle nalito 550 ul led@v vychlazeného 2% NaCl. Suspenze byla ponechana
za olgasného promichavani pod¢aim v ledové 1azni (0-2 °C) 15 min. Poté bytgpmvena
pracovni suspenze smichanim 200 pl resuscitovabgkterii s 6 ml 2% NaCl chlazeného
na 15 °C. Takto ffjpravend pracovni suspenze pak byla viozena nadldoovodni lazé
s teplotou 15 °C.

Piiprava vzorku:

Ze vzorki (extrakti) bylo odngéfeno potebné mnozstvi (100 pl) do 8 ml vzorkovnice
a odp#@eno proudem dusiku do sucha. Poté byly vzorky msipy ve 4% DMSO
(dimethylsulfoxid), zedény na gisluSnou koncentraci a vioZzeny do vodni Eztteplotou
15 °C.

Postup nmeéreni:

Do nefici kyvety bylo napipetovano 500 pl promichané pva€ suspenze bakterii
(vytemperované na 15 °C) a byla &ena hodnota luminiscence. Poté bylo k pracovni
suspenzi idano 500 ul vzorku (vytemperované na 15 °C) a pa 130 min byla z&éfena
hodnota luminiscence.

Postup méreni netoxickych kontrol:

Do mefici kyvety bylo napipetovano 500 ul pracovni sugeemakterii (vytemperované
na 15 °C) a byla z#iiena hodnota luminiscence. Poté bylo k pracovni enaspgidano
500 pl 4% DMSO (vytemperovaného na 15 °C) a po 13 anin byla zmfena hodnota
luminiscence.

Vyhodnoceni testu:
Vypocet predi®zného kore&niho faktoru §, jehoz hodnota by &a byt 0,8-1,2:
fo = Ly/Lio (5)
kde
L, je intenzita luminiscence pracovni suspenze bilterexpozici Wase t [V]
Lio je intenzita luminiscence pracovni suspenze biaktampa@atku neieni [V]

Vypocet hodnoty korekniho faktoru f, jehoz hodnota byéha byt po 30 min 0,6-1,8
(pokud je faktor v tomto rozsahu test je platny):

f = Li/Lio (6)

43



kde
Lk je intenzita luminiscence netoxické kontroly po exigi v case t [V]
Lio je intenzita luminiscence pracovni suspenze biaktampa@atku neieni [V]

Vypocet inhibice  luminiscence v kazdém vzorku:

liy = 100 — (L/fLip)100 (7)

kde
lii je inhibice luminiscence p&ase t [%)]
Lii- intenzita luminiscence ve vzorku pase t [V]
Lio je intenzita luminiscence pracovni suspenze béktampaatku nereni [V]

f je korekeni faktor

4.7.2. Test kIgivosti semen jmene (Hordeum vulgatie.)

V tomto testu byla zjigha inhibice kl¢ivosti semen jemene Hordeum vulgarel..).
Test byl provadn po dobu ii dni na sklegnych Petriho miskach za laboratorni teploty
v tmavém prosedi.

Postup:

Na dno Petriho misek byl viozen filthai papir, na ktery byl rovho¥mé nanesen
piislusny objem extraktu vzorku kompostovaného mdteri Rozpougdlo z extraktu
(ethyl-acetéat) se nechalégs noc odpéd v digestdi. Po odp&eni rozpoustdla bylo na kazdy
filtra¢ni papir rovnorrné naneseno 2 ml destilované vody a rozpeogi 50 semen §enene.
Semena byla ponechanacklipo dobu ti dni a kazdy den byla ke vzarkn pridavana
destilovana voda (2 ml), aby se rehydratoval fihiapapir. Stejnym zjisobem byly
pripraveny i kontroly nedegradovaného vzorku (poumet&minované praZzce) a netoxické
kontroly, které byly pipraveny ze 2 ml destilované vody.

Vyhodnoceni:
Po tech dnech byl u kazdého vzorku &pan pa@et nakléenych semen a vyptena
inhibice | podle rovnice:
| = (1-G/&)a00 (8)
kde
| je inhibice kltivosti semen [%0]
G je paet naklEenych semen v extraktech vzarkompostu

Gc je paset nakltenych semen v netoxické kontrole (pouze destilovaria)
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4.8. Schéma experimetit

4.8.1.Prvni kompostovaci experiment

V prvnim kompostovacim experimentu byly pouzity mathé prazce o velikosti
1 cm a 3 cm. Jako kompostovaci substrat byl pqagieny substrat”. Tento experiment byl
provadgn vtepeld izolované kompostovaci jednotce fizenym provzdusovanim
a teplotou.

Kompostovani probihalo v deviti paralelnich celaabjemu 3 |. Do kompostovaci cely
1 az 3 byl na dno nasypan perlit (700 ml) a @p byla vloZzena aermi deska s hadici
pro givod vzduchu. Prvni vrstvu kompostu fifo 100 g substratu, na to bylo vrstveno 50 g
zvlhcenych jemn prosetych praico velikosti 1 cm, ieti vrstva byl opt substrat (75 Q).
Vrstvy se gtidaly prazce-substrat a posledni 12. vrstva byl dGubstratu. Profipravu
kompost 4 az 6 byl pouzit stejny postup jako pro kompdktgZz 4 s tim rozdilem, Ze byla
pouzita frakce prazca velikosti 3 cm. Komposty 7 az 9 slouzily jakatoxacké kontroly
a pro jejich pipravu bylo pouzito 800 g kompostovaciho substrdtakto gipravené
komposty byly zvlikdeny destilovanou vodou (60 % m/m) a poté démfany podle pdeby.
Automatické provzdutovani v kompostovaci jednotce bylo nastaveno ngokrvzduchu
130 ml-min*. Vzorky pro analyzu byly z kompostu odebirany &n @65 °C), 12. den (45 °C),
15. den (55 °C), 20. den (38 °C), 27. den (29 %40), den (25 °C), 140., 240. a 340. den
(20 °C). Po 40. dnu kompostovani bylo odpojeno pdoiovani a kompost se nechal zrat
300 dni.

V tomto kompostovacim experimentu byla sledovangrattace PAU v fibéhu
kompostovaciho procesu a vysledky degradace byg/gkodnoceny pomoci téstioxicity:

1) Test inhibice bioluminiscence bakteYibrio fischeri
2) Test kléivosti semen jgmene Hordeum vulgare..)

Pro relativni kvantifikaci mikrobialni biomasy byfouzita metoda stanoveni PLFA (vzorky
musi byt zpracovany bezpréstire po odkEru), dalsi metodou pro zji&ti mnozstvi houboveée
biomasy v piibéchu kompostovani bylo stanoveni ergosterolu. Dala bianovena enzymova
aktivita v pifibechu degradéniho procesu. A také byl sledovan vli#zné velikosti prosetych

prazd (1 cm a 3 cm) na degradaci PAU.
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4.8.2. Druhy kompostovaci experiment

Ve druhém kompostovacim experimentu byly pouZitydroané proseté prazce
o velikosti 3 cm a jako kompostovaci substrat ydifit ,zeleny substrat‘. Tento experiment
byl provaan v zahradnim kompostéru o objemu 400 | na pokptrie MBU AVCR.

Dno kompostéru bylo vyloZzeno nepropustnou vrstvaby se zabranilo moznym
praisakim do mdy. Prvni vrstvu kompostu tvib substrat (14 kg), na ni bylyfidany prazce
(5 kg). Vrstvilo se gfdaw substrat-prazce a posledni 12. vrstva byla substra
(14 kg). Kompost byl zviken (60 % m/m). Kompostovaci proces byl monitorod@mre
(teplota). Vzorky pro analyzy byly odebirany 5. dé@ °C), 12. den (35 °C), 40. den (25 °C),
140., 150. a 240. deripkolni teplot.

Druhy kompostovaci experiment byl pro¢adv letnich ndsicich a ml ukazat, zda
tento postup venkovniho kompostovéni je vhodny gegradaci PAU v kontaminovaném
dieve. Podobg jako u predchéazejiciho experimentu vysledky degradace PAly také
vyhodnoceny pomaoci testoxicity:

1) Test inhibice bioluminiscence baktevibrio fischeri

2) Test kl¢ivosti semen jgmene Hordeum vulgare..)

Dale byly stanovovany fosfolipidické markerové nmaéskyseliny metodou PLFA, ergosterol
a také byla stanovena enzymova aktivitaibphu degradéniho procesu.

4.8.3. Treti kompostovaci experiment

V tomto experimentu byly pouzity nadrcené prosetézge o velikosti 3 cm a jako
kompostovaci substrat byla pouzZit&gerst® pos€ena trava z pokusné plochy
Mikrobiologického Ustavu AWCR. Tento experiment byl prové&ad v zahradnim kompostéru
0 objemu 400 | na pokusné plose MBU AR.

Postup pipravy kompostu je totozny s druhym kompostovackpeeimentem. Vzorky
pro analyzu byly odebirany 2. den (69 °C), 5. d&h {C), 7. den (43 °C), 13. den (30 °C),
40. den (20 °C), 140. a 240. dei gkolni teplot. Kompost byl den&monitorovan (teplota).
Tento experiment byl provéd také v letnich gsicich.

V tomto kompostovacim experimentu byla prodral stejna stanoveni a analyzy jako

ve druhém kompostovacim experimentu.
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5. Vysledky

5.1. Biodegradace PAU pomoci laboratorniho modelového

kompostéru - prvni kompostovaci experiment

5.1.1. Degradace PAU

V prvnim degradénim experimentu byly vzorky kompostovaného materiélddebirany
6., 12., 15., 20., 27., 40., 140., 240. a 340. denasled& vyhodnoceny. Na obrazku 7
na strag 48 jsou znazormy vysledky degradace PAU v kontaminovanémewv V grafu je
na ose y vynesena koncentrace 16 PPugkg’]. Osa x popisuje skupiny sloupc
reprezentujici jednotlivé odby, prisluSnou kontrolu (K-kontaminované praZceXasovy
pribéh odkEra vzorki kompostovaného materialu s aktualnimi teplotanfiyd@vé Gseky
znazonuji smerodatnou odchylku. Z vysledk vyplyva, Ze k degradaci doslo u vSech
piredstavitel PAU. Z porovnani sum PAU u jednotlivych adi je Z2ejmé, Ze k poklesu PAU
doslo o0 83 % z{jvodniho mnoZstvi, které reprezentuje K. K g&imu poklesu koncentrace
PAU doslo v termofilni fazi kompostovani. Nejrycjnldegradovany byly nizkomolekularni
PAU (NAP, ACE, ACL, FLO a PHE). N&jklad u PHE doSlo k poklesu 0 98 %wpdniho
mnoZstvi oproti BkF, kde k degradaci doSlo pousd &6.

5.1.2.Srovnani vlivu velikosticastic kontaminovaného /eélva na dinnost
degradace PAU

Na obrazku 8 na stram8 jsou znazomny vysledky degradace PAU kompostovanim dvou
raiznych velikosti od&pka kontaminovaného idva. Osa y popisuje koncentrace sum
16 PAU[mgkg’]. Osa x znazduje sloupce reprezentujici sumy PAWistusny den odbu

a velikost od&tpka kontaminovanéhoidva. K tomuto srovnani byly vyhodnoceny vzorky,
které byly odebirany 340. den. Jak je z grakjmé, k nejvyraz&Simu poklesu PAU doslo
pii kompostovani od&pkia o velikosti 1 cm a to o 83 % Zipodniho mnoZstvi oproti
odSepkam o velikosti 3 cm, kde doSlo k poklesu o 59 %mzquiniho mnozstvi. Rozdil mezi

témito vysledky po 300 dnech maturace jsou statigticknamr odliSné.
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Obr. 7: Degradace jednotlivych PAU kompostovanim kontawémgho deva.
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Obr. 8: Vliv ruzné velikosticastic kontaminovanéhdelva na degradaci PAU.
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5.1.3. Stanoveni aktivity ligninolytickych enzym

Lakasova aktivita byla w#iena u vzork kompostovaného materialu, které byly
odebirany 6., 12., 15., 20., 27., 40., 140., 24@4a. den. Obrazek 9 zna#agje piibe¢h
aktivity lakasy vazané na matrici vzorku. Osa Yy ipoje aktivitu lakasy vazané na matrici
vzorku[UKg™] a osa x den odbu vzorku kompostu sifslu§nou teplotou. Z grafu jegmé,
7e nejvyssi hladina lakasové aktivity (1,Ik¢J") u netoxické kontroly (K-kompostovaci
substrat) byla 27. den kompostovani. Vtomto obdoyla lakasova aktivita u vzorku
kompostovaného materialu (V) mensi (0,7&d}). Po 300 dnech maturace kompostu byla
lakasova aktivita natiena pouze u netoxické kontroly (0,13RY"). Aktivity ostatnich
ligninolytickych enzyni (volna Lac, LiP a MnP) nebylyéhem kompostovaciho procesu

detekovany.
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Obr. 9: Prib¢h aktivity lakasy vazané na matrici vzorku.
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5.1.4. Stanoveni fosfolipidickych markerovych mastnyckelky

Vzorky pro analyzu fosfolipidickych mastnych kysebyly odebirany 6., 12., 15., 20.,
27., 40., 140., 240. a 340. den. Jednotlivé skupyty charakterizovany sétem koncentraci
specifickych mastnych kyselin podle nasledujicitieek[62]: houby — 18:36,9; bakterie —
i14:0, i15:0, al5:0, 15:0, i16:0, 1&I, 16:1»9, 16:1w5, 10Me-16:0, i17:0, al17:0, cyl7:0,
17:0, 10Me-17:0, 18u7, 18:1»9, 10Me-18:0, cy19:0; celkova mikrobialni biomased 40,
i15:0, al15:0, 15:0, i16:0, 16T, 16:1»9, 16:105, 10Me-16:0, i17:0, al7:0, cyl7:0, 17:0,
10Me-17:0, 18:d7, 18:1v9, 18:206,9, 10Me-18:0, cy19:0; Gram-negativni bakterie —
18:107, 16:107, cyl17:0, cy19:0, 16u5; Gram-pozitivni bakterie —i14:0, i15:0, a1506:0,
i17:0, al7:0; aktinomycety —10Me-16:0, 10Me-17:0Me-18:0. Obrazek 10 na sttabl
popisuje zmny ristu mikroorganisr v pribéhu kompostovaciho procesu. Na ose y je
vyznasena koncentrace fosfolipidickych markerovych masinkyselinfmgkg™] a na ose x
jsou znazoréné dny odbri kompostovaného materialu sigusnou teplotou. Z grafu je
ziejmé, Ze mnozstvi biomasy vSech sledovanych skstpimpala v pibéhu kompostovani, a
to zejména v matutai fazi. Vyjimku tvai Gram-pozitivni bakterie, které dosahly maxima jiz
po termickych fazich a jejichz biomasa seéasem dale vyraznnentnila. Nevyrazgjsi
narist biomasy oproti prvnimu analyzovanému vzorku sigblovan u hub, kdy se celkové
mnozstvi v pitbéhu experimentu zvySilo 36krdt a u Gram-negativnizhkterii bylo

zaznamendano 14ti ndsobné navyseni.

Obrazek 11 na stran 51 popisuje zrny ristu mikroorganisi v prab¢hu
kompostovaciho procesu u netoxické kontroly (pokampostovaci substrat).uBt vSech
skupin mikroorganistin byl zaznamenan v rozmezi teplot od 65 °C do 38D¥acaty den
dosahovaly tyto mikroorganismy maxima svéligtu v termické fazi kompostovani, kdy
narist biomasy pedstavoval zhruba dvojnasobek, keomub u kterych byl zaznamenan
5ti nasobny idst biomasy. Po termické fazi dochazelo k poklesamigisy u vSech skupin.
Po 100 dnech maturace aZz do ulenmi experimentu byl @p zaznamenanist biomasy, kdy
po ukorgeni maturéni fdze kompostu doséhly nejvysSihotsén biomasy oft houby (7krét

oproti prvnimu analyzovanému vzorku).
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Obr. 10: Koncentrace fosfolipidickych markerovych mastnydtyselin v pfibéhu

kompostovani.
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Obr. 11: Koncentrace fosfolipidickych markerovych mastnydtyselin v pfibéhu

kompostovani (netoxicka kontrola).
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5.1.5. Stanoveni ergosterolu

Ergosterol byl stanovovan u vzarkkteré byly odebirany 6., 12., 15., 20., 27., 44@(.,
240. a 340. den. Koncentrace ergosterolu gan® v netoxické kontrole (kompostovaci
substrat) jsou znazofny na obrazku 12. Na ose y je znazomn koncentrace ergosterolu
[mgkgY]. Osa x popisuje dny odhii s pgislusnymi teplotami. Z vysledku tohoto experimentu
je patrné, Ze k nastu houbové biomasy sledované timto markerem detham pdatku
chladnouci (mezofilni) faze kompostovéani. Po té&xzi fdoslo k poklesu koncentrace
ergosterolu (z 30 nkg™ na 14 m&g™). Po 100 dnech maturace byl pozorovat eparist
koncentrace a po 240. dnu kompostovani byla star@owejvyssSi koncentrace ergosterolu
(47 mgkg™).

U ostatnich vzork kompostu nebyl ergosterol detekovan.
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Obr. 12: Koncentrace ergosterolu netoxické kontroly #g@hu kompostovaciho procesu.
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5.1.6.Stanoveni akutni toxicity

Stanoveni akutni toxicity bylo vyhodnoceno u vZokompostovaného materialu, které
byly odebirany 40., 140., 240. a 340. den. Na olurdzk jsou uvedeny vysledky inhibice
luminiscence emitované bakterienvibrio fischeri Na ose y je vyzr@na inhibice
luminiscence (%). Osa x ozhge toxickou kontrolu (K-kontaminovan&elo) a pislusny
odker vzorki kompostovaného materialu. Z vyslédkestu vyplyva, Ze doSlo ke snizeni
toxicity kompostu oproti kontrole. U této kontrolyyla nangtena inhibice luminiscence
73t4 %. Inhibice luminiscence po 140. dnech kompostobala nejnizsi 5¥6 %. V piibéhu
maturace kompostu (po 240ti a 340ti dnech) byl aamman mensSi vist toxicity oproti
140. dni odbru, avSak toto zvySeni nebylo statisticky vyznanfhéaktorova ANOVA,

a = 0,05). Po 300 dnech maturace byla &ama inhibice luminiscence &2 %, toxicita

kompostu po uka¥eni experimentu klesla o 28 % oproti kontrole.
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Obr. 13: Stanoveni inhibice luminiscence pomoci bakiétiirio fischeri.
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5.1.7.Stanoveni fytotoxicity

Fytotoxicita byla vyhodnocena u vzdrkkompostovaného materialu, které byly
odebirany 40., 140., 240. a 340. den. Na obrazkje Zhazorana inhibice kléivosti semen
jeémene Hordeum vulgard..). Na ose y je vyznigna inhibice kifivosti (%). Osa x ozrialje
toxickou kontrolu (K-kontaminované&evo) a pislusny den oddri vzorki kompostovaného
materialu. Inhibice ktivosti u toxické kontroly byla 45 %. Pokles toxicity byl zaznamenan
v kazdé fazi maturace kompostu. Po 300 dnech nwdubgla inhibice klivosti 264 %.

K celkovému poklesu toxicity na konci kompostovaciimocesu doSlo o 37 %.
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Obr. 14: Stanoveni inhibice Klivosti semen jgmene Hordeum vulgare..).

54



5.2. Bioremediace kontaminovanéhoi‘dva (prazé) pomoci kompostovani

v pilotnim mgFitku - druhy kompostovaci experiment

5.2.1. Degradace PAU

Ve druhém degradaim experimentu byly vzorky kompostovaného materatlebirany
5., 12., 40., 140., 150. a 240. den a nasledmodnoceny. Obrazek 15 popisuje vysledky
degradace PAU pomoci kompostovani kontaminovanéadV grafu je na ose y vynesena
koncentrace 16 PAUmgkg?]. Osa x popisuje skupiny sloupeeprezentujici jednotlivé
PAU, pisluSnou kontrolu (K-kontaminované prazce)c¢asovy piibéh odkEria vzorka
kompostovaného materialu s aktualnimi teplotamvy2ledia tohoto experimentu vyplyva,
Ze hlavni cast degradace se uskirida v mezofilni fazi kompostovani. Nejrychleji
degradovany byly nizkomolekularni PAU a to do 40e #éompostovani, kde mnozstvi PHE
bylo snizeno o0 96 % zipodnich hodnot, ANT byl snizen 0 95 % a FLO o 94 #hvodnich
hodnot. Po 200 dnech maturace kompostu dosSlo kersinsum PAU o 81 % zipodniho

mnozstvi.
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Obr. 15: Degradace jednotlivych PAU kompostovanim kontawameého éeva.
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5.2.2. Stanoveni aktivity ligninolytickych enzym

Lakasova aktivita byla w#iena u vzork kompostovaného materialu, které byly
odebirany 5., 12., 40., 140., 150. a 240. dercigne€ aktivity enzymu Lac vazané na matrici
vzorku jsou zobrazeny na obrézku 16. Osa y popisi#Esovou aktivitJUKg™] a osa x den
odbsrii vzorki kompostu s fislugnou teplotou. Nejvy3si hladina lakasové aktif,2 URg™)
byla zaznamenana 5. den ¢db V termofilni fazi kompostovani byl zaznamenawklps
aktivity (0,06 URg™') a po skodteni této faze dochézelo &@pk namistu lakasové aktivity
(0,16 URg™). V pribshu maturace kompostu aktivita lakasy klesala akpoxeni druhé faze
maturace byl zaznamenan jajst.

Aktivity ostatnich ligninolytickych enzyin(Lac, LiP a MnP) nebyly dhem kompostovaciho
procesu detekovany.
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Obr. 16: Pribeh aktivity lakasy vazané na matrici vzorku.
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5.2.3.Stanoveni fosfolipidickych markerovych mastnycbklkys

Analyza fosfolipidickych mastnych kyselin byla pémiéna u vzork kompostovaného
materialu odebiranych 5., 12., 40., 140., 150. @ 2&n. Obrazek 17 popisuje &my ristu
mikroorganisni v pribéhu kompostovaciho procesu. Na ose y je vyena koncentrace
fosfolipidickych markerovych mastnych kyselmgRg?], a na ose x jsou znézémé dny
odkérdt kompostovaného materialu stigguSnymi teplotami. Po 5. dni kompostovani
dochazelo k vzestupuistu v podstat vSech sledovanych skupin krénGram-pozitivnich
bakterii a biomasa dasahla maxima po 100 dnechrat&tuK nejvySSimu néstu biomasy
doSlo u hub, kdy se mnozstvi biomasy znasobilotgéiasrovnani s prvnim analyzovanym
vzorkem. V dalSich odivech nasledoval @p pokles, kdy vyjma Gram-negativnich bakterii a

hub dos&hla mnoZstvi biomasy Uréwdetekované v prvnim vzorku.
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Obr. 17: Koncentrace fosfolipidickych markerovych mastnydtyselin v pfibéhu
kompostovani.
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5.2.4.Stanoveni ergosterolu

Ergosterol byl stanovovan u vzdrkkteré byly odebirany 5., 12., 40., 140., 15048.2
den. Koncentrace ergosterolu n#ené ve vzorku kompostovaného materialu jsou
znazoriny na obrazku 18. Osa y popisuje koncentrace exgnst{mgkg’] a osa x dny
odkera s pislusnymi teplotami. Z grafu jergimé, Ze po 5. dni kompostovani dochazelo
k poklesu koncentrace az pod mez detekce a po d2.kdmirnému wstu koncentrace
ergosterolu. Maximalnitst houbové biomasy byl zaznamenan po 200 dnechracatu
kompostu (13,4 mBg™).
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Obr. 18: Koncentrace ergosterolu ve vzorku kompostovanéi@ridlu.
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5.2.5.Stanoveni akutni toxicity

Akutni toxicita vzorki kompostovaného materialu byla vyhodnocena 40., a4240.
den odiri. Obrazek 19 popisuje inhibici luminiscence emito¥dakteriemVibrio fischeri
Na ose y je vyznmna inhibice luminiscence (%). Osa x oama toxickou kontrolu
(K-kontaminované ikvo) a pislusny odbr vzorki kompostovaného materialu. Jak je
z vysledKi patrné, toxicita kompostovaného materialu klesalaibéhu kompostovani a
200. den maturace kompostu byla g&na hodnota inhibice luminiscence {86%).
Mezi 140. a 240. dnem doSlo k mirnému aséu, avSak tento rozdil nebyl statisticky
signifikantni (t-testo = 0,05). Ke snizeni toxicity doSlo o £3 % oproti fivodni hodnat.

Inhibice luminiscence kontroly byla n&bena 734 %.
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Obr. 19: Stanoveni inhibice luminiscence pomoci baktétiirio fischeri.
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5.2.6.Stanoveni fytotoxicity

Fytotoxicita byla stanovovana u vzéarkompostovaného materialu, které byly odebirany 40.
140. a 240. den. Osa y popisuje inhibicEkidsti semen jgmene Hordeum vulgare 1) a osa

x toxickou kontrolu (K-kontaminovanérelvo) s pisluSnymi odbry. Z grafu je ¥ejmé, Ze

v pribéhu kompostovaciho procesu doSlo ke sniZzeni toxkityipostu. Inhibice kéivosti

v toxické kontrole (K-kontaminované&el/o) byla 434 %. Po 40ti dnech kompostovani doslo
k poklesu toxicity o 156 % oproti kontrole. NejniZSi inhibice kivosti byla zazhamenana
140. den, kde doSlo ke snizeni toxicity at81% oproti kontrole. Po 200 dnech maturace
kompostu byla inhibice klivosti 285 %, tedy toxicita kompostu klesla o432 % oproti

kontrole.
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Obr. 20: Stanoveni inhibice Klivosti semen jemene Hordeum vulgare..).
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5.3. Bioremediace kontaminovanéhoi‘dva (prazé) pomoci kompostovani

v pilotnim mgFitku - ti'eti kompostovaci experiment
5.3.1.Degradace PAU

Ve tretim degradiim experimentu byly vzorky kompostovaného mater@debirany
2., 5., 7., 13, 40., 140. a 240. den nasiedyhodnoceny. Na obrazku 21 jsou znazogn
vysledky degradace PAU pomoci kompostovani kontawainého teva. V grafu je na ose y
vynesena koncentrace 16 PAthgkg']. Osa x popisuje skupiny sloupaeprezentuijici
jednotlivé PAU, pislusnou kontrolu (K-kontaminované prazce)xasovy ptibeh odkEra
vzorki kompostovaného materialu s aktualnimi teplotamineiyrazijSimu poklesu
koncentrace sum PAU doslo v termofilni a mezofdasti kompostovani. Porovnanim sum
PAU toxické kontroly (26497,5 nigg™®) a sum PAU vzork kompostovaného materialu
(1238,4 mg™) po 40ti dnech kompostovani bylo ziSo, Ze k degradaci PAU do$lo 0 95 %
z pavodni hodnoty. Po skaéeni experimentu (200 dni maturace) byla &&ma koncentrace
vSech sum PAU 796,7 rilig™. K celkové degradaci PAU doslo z 97 %#vpdnich hodnot.
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Obr. 21: Degradace jednotlivych PAU kompostovanim kontawameého éeva.
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5.3.2.Stanoveni aktivity ligninolytickych enzym

Lakasova aktivita byla w#iena u vzork kompostovaného materialu, které byly
odebirany 2., 5., 7., 13., 40., 140. a 240. den 222 znazawje aktivity enzymu Lac
vazané na matrici vzorku. Osa y popisuje lakasoaktivitu [URg™] a osa x den odbu
vzorku kompostu sifslusnou teplotou. V termofilni fazi kompostovayl baznamenanist
lakasové aktivity a svého maxima (0,29Kg)") dosahla aktivita 5.den kompostovani.
Poté dochazelo k poklesu aktivity a po 13. dni kostpvani opt k mirnému vzestup.
Po 200 dnech maturace kompostu byla hodnota lakaasktivity 0,13 Ukg™.

Aktivity ostatnich ligninolytickych enzyfh (Lac, LiIP a MnP) nebyly dhem
kompostovaciho procesu detekovany
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Obr. 22: Pribéh aktivity lakasy vazané na matrici vzorku.
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5.3.3.Stanoveni fosfolipidickych markerovych mastnycklkys

Fosfolipidické mastné kyseliny byly stanovovanyaorki kompostovaného materialu,
které byly odebirany 2., 5., 7., 13., 40., 140.48.2en. Obrazek 23 popisuje @&my ristu
mikroorganisni v pribéhu kompostovaciho procesu. Na ose y je vyena koncentrace
fosfolipidickych markerovych mastnych kyselimgkg?] a na ose x jsou znazemé dny
odkéra kompostovaného materidlu giggusnymi teplotami. &t biomasy skterych skupin
byl zaznamenan od patku kompostovaciho procesu. V termické fazi (h)ddgosahovaly
bakterie, aktinomycety, Gram-pozitivni bakterie #MB (totalni mikrobialni biomasa)
maxima svéhotistu. Poté dochazelo k poklesu vSech zastupikroorganisni. Na p@&atku
1. faze maturaceipteplo® 20 °C byl zaznamenan &marist p‘edevsim Gram-pozitivnich a
Gram-negativnich bakterii.
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Obr. 23: Koncentrace fosfolipidickych markerovych mastnydtyselin v pfibéhu
kompostovani.
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5.3.4.Stanoveni ergosterolu

Ukazatel houbové biomasy ergosterol byl stanovavarzorki, které byly odebirany
2.,5., 7., 13, 40., 140. a 240. den. V tomto kostpvacim experimentu nebyly detekovany

Z&dné koncentrace ergosterolu.

5.3.5. Stanoveni akutni toxicity

Akutni toxicita vzorki kompostovaného materialu byla stanovovéana 40.,424a0. den
odkéru. Na obrazku 24 je znaza@ma inhibici luminiscence emitované bakteriekfibrio
fischeri Na ose y je vyzri@na inhibice luminiscence (%). Osa x canja toxickou kontrolu
(K-kontaminované ikvo) a pislusny odBr vzorki kompostovaného materialu. Inhibice
luminiscence v toxické kontrole byla #8 %. Po 40. dnu kompostovani klesla toxicita

kompostu o 185 % a do konce kompostovaciho experimentu viceesakd.
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Obr. 24: Stanoveni inhibice luminiscence pomoci bakiéiirio fischeri.
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5.3.6.Stanoveni fytotoxicity

Fytotoxicita byla stanovovana u vzdrkkompostovaného materialu, které byly
odebirany 40., 140. a 240. den. Vysledky testu maarazeny na obrazku 25. Osa y popisuje
inhibici  klicivosti semen j&mene Hordeum vulgareL.) a osa x toxickou kontrolu
(K-kontaminované tkvo) s danymi odiy. Zgrafu je ejmé, Ze k poklesu toxicity
dochéazelo az do 1. faze maturace kompostu. Pd&géittyl zaznamenan mirnyist toxicity,
ktery vSak nebyl statisticky signifikantni (t-test,= 0,05). Inhibice kHivosti u toxickeé
kontroly byla 4%5 % a k celkovému poklesu toxicity na konci kompesatiho procesu doslo
0 294 %.
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Obr. 25: Stanoveni inhibice klivosti semen jgmene Hordeum vulgare..)
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6. Diskuse

Metoda kompostovani byla v mnoha publikacich prékaz jako vhodna metoda
k odstragni PAU z kontaminovaného materialu Zivotniho predit a to zejména zud,
sedimeni acistirenskych kai [57], [60], [63], [64]. Prvnim cilem této prace bysledovani
efektivity odstrasni PAU z kontaminovaného ieva (Zelezrini prazce) metodou
kompostovani.

V prvnim degradénim experimentu byl jako kompostovaci material ewnaizv. ,zeleny
substrat”. V piibéhu kompostovani kontaminovanéhteda (velikost odgpkia 1 cm) doslo
k vyznamnému snizeni vSech zastugé PAU. RPedevSim v pibéhu termofilni a mezofilni
faze byl zaznamenan vyrazny pokles nizkomolekutar®AU. Jako fiklad je uveden PHE,
kde doSlo k poklesu 0 98 % ayodniho mnozstvi oproti BkF, ktery byl degradovauzpe
z 37 %. Pravépodobnym vysttlenim je nizka biologicka dostupnost vysokomolékuich
PAU a také mozna volatilizace vipad® nizkomolekularnich PAU. K celkové degradaci
PAU doSlo o0 83 % zijvodnich hodnot. Saasré byly zaloZzeny 3 paralely kompdstkteré
se liSily velikosti¢astic kontaminovanéhoielva (3 cm) a k celkové degradaci zde doSlo
0 59 %. Tento vysledek dokazuje, Ze velikost kortgpa@nych prazt méla zasadni vliv
na degradaci PAU. Vystlenim miZze byt ot nizSi biologicka dostupnost
pro mikroorganismy, kdy jsou PAU uzany ve ¥tSich ¢asticich deva, jejichz rozklad je
pro mikroorganismy obti&jsi a roviéz je pravépodobré sniZzena mobilita PAU figsobena
difazi.

Ve druhém degradaim experimentu byl afp pouzit pro venkovni kompostovani
tzv. ,zeleny substrat* a vedtim degradénim experimentu byla jako kompostovaci substrat
pouzita cerst¥ posé€ena trava. Oba experimenty byly zaloZeny v letnithisicich.
Ve druhém experimentu doslo k celkovému sniZeni RABL %. Ve itetim experimentu
doSlo ke snizeni PAU o 98 % #ywdniho mnozstvi. Tento experiment dosahoval |épSic
degradanich vysledk. To mohlo byt zfisobeno pouzitim travniho substratu, ktery byl vice
homogenni a kde se jedn& o sngidiwzlozitelny substrat s mensSim obsahem ligningtaim
mnozstvim dostupnych Zivin. Hlavrdast degradace se odehréla ttghu termofilni a
nasledné mezofilni faze, kde tetiho experimentu doslo k degradaci z 95 % a ualrah
experimentu doslo ke snizeni z 68 %. V této fazngostovani mize hrat vyznamnou ulohu
vysoka teplota, kteraejmé napomaha desorpci PAU z matrice vzorku [65].

Po dobu 19ti rssial autdi Atagana a kol. (2004) kompostovaligu kontaminovanou
kreosotem, kter4 obsahovala 30000 mg-kAU [58]. Popsali, Ze idedlni teplota
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pro kompostovani sithzneistenych pid PAU je v rozmezi od 35 °C do 65 °C. Vysledky
experimentu ukézaly, Ze metodou kompostovani ganych teplotdch Ize odstranit
i vysokomolekularni PAU pod koncentraci 1 mgdK rozdilnym zagram dosli autdi
Léser a kol. (2004), kié popsali studii degradace PAU v kontaminovanéravd [59].
Vysledky degradace vyhodnotily 14. a 28. den kortgqa@si. Zjistily Ze teplota 30 °C se zda
byt optimalni teplotou pro nejrychlejSi degradacAWR Pii vySSich teplotach doslo
k vyraznému ubytku pouze PHE oproti Ubytku ANT aRRYTyto z&¢ry se neshoduji
se zavry této diplomové prace, protoze fiipvysSich teplotach nad 30 °C dochazelo
k vyznamnému poklesu jak ANT (od 85 % do 97 %uvqaniho mnozstvi) tak PYR
(od 67 % do 95 % zgvodniho mnoZstvi). Vysledky této diplomové prace sboduji

s vysledky publikace Atagana a kol. (2004)xkdiv tito autai degradovali PAU

v kontaminované jui¢.

V literature existuji rozdilné vysledky degradace PAU meto#tompostovani, kde
autai popsali, ze efektivh byly rozkladany PAU s 2-3 aromatickymi kruhygkteré
se 4 aromatickymi kruhy a velmi malo nebo Zadné BAJ6 aromatickymi kruhy [66], [67].
Autofi publikaci se domnivaji, Ze degradace PAU je lwdinaradou faktol, predevsim
strukturou matrice a moznou adsorpci na humusdkg kbmpostu.

Dale byla studovana ekotoxicita vzérikompostovaného materialu. Pro stanoveni
ekotoxicity mohou byt vyuzZivany n#glad testy fytotoxicity spolu s testy akutni takyc
s bakteriemi [68]. V prvnim experimentu byla vyhodana akutni toxicita &enim inhibice
luminiscence pomoci baktelibrio fischeria fytotoxicita iétenim inhibice ki¢ivosti semen
jeémene Hordeum vulgarel.). Z porovnani vysledk obou test je Zejmé, Ze ke snizeni
toxicity doSlo uz po 40ti dnech kompostovani, kdesld také k vyznamnému poklesu
koncentrace PAU. Z inhibice luminiscence bylo Wjipéno, Ze na konci experimentu doslo
ke snizeni toxicity o 285 %. Po 100 dnech maturace byl zaznamenan mastStaxicity.
Test fytotoxicity prokézal pokles toxicity o 87 %.

Ve druhém aietim experimentu byly pouzity stejné testy ekotiyigako u prvniho
experimentu. Pokles toxicity byl &pzaznamenan po 40ti dnech kompostovani a mirny
narist po 100 dnech maturace. Z vyslédksti ve vSechiech experimentech vyplyva, Ze
mirny nafst toxicity, ke kterému doslo u obou tiestebyl statisticky vyznamny. Vzhledem
k faktu, Ze pro testovani byl pouzit extrakt orgiym rozpoustdlem, lze usuzovat, Ze tyto
vysledky nebyly ovliviény pripadnym vyskytemégkych kowi a v pibéhu kompostovani
nedochazelo k vyznamné tveértoxickych produki degradace PAU.
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DalSim cilem této prace bylo sledovat é&ny mikrobialniho spokgenstva v pibéhu
kompostovaciho procesu. ZvySeni teploty kompostbheim péateni faze je dsledek
¢innosti a fistu mezofilnich organisin(bakterie miéného kvaSeni, Gram-negativni bakterie,
kvasinky, houby), v nasledujici fazi se procesuradegce Gastni termofilni organismy a
ve fazi chladnuti a zrani dochazitistu a rozvoji novych mezofilnich spoenstev [69].

V prvnim experimentu byly porovnadny vysledky ze mko s gitomnym
kontaminovanym materidlem a vzérketoxické kontroly (pouze kompostovaci substrat).
U vzorki s kontaminovanym materidlem bylo sledovano mnobolodé zvySeni naéstu
biomasy pedevsim u hub (36krat) a Gram-negativnich bak{gdikrat) ve srovnani s prvnim
analyzovanym vzorkem. Vyrazny tii&t biomasy vSech sledovanych skupin byl zaznamenan
v matur&ni fazi kompostovani, kroén Gram-pozitivnich bakterii, které jiz po 40. dnu
kompostovani (po termické fazi) dosahovaly svéhaima a v ptibchu maturace kompostu
jiz nedochazelo kvyraznym zmam jejich biomasy. Podobny trendstu biomasy lze
sledovat také u vzotk netoxické kontroly. Rst biomasy vSech sledovanych skupin byl
pozorovan v termické fazi kompostovani, kde kigr doslo ¥tSinou dvojnasobn
Po ukorgeni experimentu byl nejvyssi ri&t biomasy pozorovan &pu hub (7krat).

Ve druhém experimentu byl zaznamendistrbiomasy vSech sledovanych skupin
po 5. dnu kompostovani, kr@énGGram-pozitivnich bakterii, kde byl pozorovan mepgkles.
Maxima tistu biomasy byla zaznamenana po 100 dnech matk@ogostu, kde doslo
k 6ti nAsobnému nastu biomasy hub a 5ti nasobnémutisén Gram-negativnich bakterii.

Ve ftretim kompostovacim experimentu dochazelaistu biomasy #tSiny skupin
do 7. dne kompostovani, kde také dosahovaly svéeama. Nejvyraz§jSi nadst biomasy
byl zaznamenan u Gram-negativnich bakterii (15kfatyak u biomasy hub byl zaznamenan
pokles pod urouve detekované v prvnim odlu az do konce experimentu. Nacptku
matur&ni faze byl zaznamenan it predevsim Gram-negativnich bakterii (7krét).

Ze srovnani vysledk vS8ech kompostovacich experiminje patrné, Ze profily
jednotlivych skupin se zia¢ liSi a @&koliv byl v prvnim a druhém experimentu pouzit sfej
substrat, absolutni mnozstvi biomasy secm#alisilo, kdy v modelovych laboratornich
kompostérech byla detekovana amavyssi mikrobialni biomasa. Tyto rozdily vSak rigyn
patrny vliv na rozsah degradace.

Rozdilné vysledky mezi druhym #&etim experimentem mohou byttigmbené volbou
jiného kompostovaciho substratu. Vysledky ukazaly, pouziti travniho substratuéin

za néasledek zvySenou degradaci PAU a s tim bylgespovysoka produkce mikrobialni
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biomasy pedevsim v termofilni a mezofiliiasti kompostovani. Rychly ngst biomasy na
pocatku tetiho experimentu by mohl vy&lovat i rychlejSi ubytek PAU v termofilni fazi.
Biomasa hub od pdétku kompostovani az do konce experimentu klesalauddz Ize
piedpokladat, Ze se na degradaci PAU v tonttpgat nelEastnily houby v takovém rozsahu
jako v prvnim a druhém experimentu.

Blanca Antizar-Ladislao a kol. (2008) popsali, Zeysaké teploty nad
60 °C inhibuji fist mikroorganism, které by mohly efektivhrozklddat PAU a tak k jejich
odstragni mohlo dojit pedevSim vyp@vanim [54]. Déle popsali, Ze pokud dochazelo
k ristu Gram-pozitivnich a Gram-negativnich baktemicithzelo také ke snizeni koncentrace
PAU v kontaminované tmé. Dosgli k zawru, Ze Gram-pozitivni bakterie byly
pravdpodobré zodpo¥dné za degradaci PAU. V této diplomové praci byiokazano, Ze
i v termofilni fazi kompostovani dochazelo kstu mikroorganisrn v piipact prvniho a
druhého experimentu a tégalevSim hub, které se vyznamiastnily degradace PAU.

Srovnanim vysledk téchto analyz mezi jednotlivymi experimenty nelzeneznané
usoudit v jaké nie jednotlivé organismy participovaly na degradadUP Pro dalSi
usuzovani vlivu skupingi jednotlivych druli mikroorganisnd by bylo zapatebi pouzit
molekularrg-biologické analyzy diverzit mikroorganisméi ptipadreé piimé metagenomicke
metody. Tyto pistupy vSak byly nad ramec této diplomové préce.

Analyzy ergosterolu jakozto alternativniho markehoubové biomasy ukézaly
nevhodnost této metody ¥ipadt vzorki silné kontaminovanych kreosotem.clkoliv byly
detekovany houby pomoci analyz fosfolipidickych mgsh kyselin, v pipact vzorki
s kreosotem dochazelo pra&pddobré k chromatografické interferenci s matrici vzorku a
ergosterol nebyl detekovan. Tento problém by byloZzno vyeSit gipadnym z#azenim
dalSiho preparativniho kroku.

DalSim ciléem této prace byla detekce enzymové iktikgninolytickych enzyni
v pribéhu degradace, které jsou znamy svymi vyraznymi gebstmi rozkladat PAU [48].
Naméiena byla pouze aktivita Lac vazané na matrici wapistatni enzymy (Lac, LiP a
MnP) nebyly detekovany.

V prvnim degradénim experimentu byla aktivita Lac &fena u netoxické kontroly
(pouze kompostovaci substrat) a vioKompostovaného materialu. U netoxické kontroly
byly detekovany zvySené aktivity Lac jiz 15. dempostovani, po termické fazi dochazelo
k poklesu a 27. den aktivita dosahovala svého maxi(1,1 U-kg"). U vzorki
kompostovaného materialu byla zvySena aktivita pmzma 27. den kompostovani, kdy

dosahovala svého maxima (0,8 U%gV matur&ni fazi nebyla aktivita detekovana. Tento
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pokus ukéazal, Ze aktivita Lac je ovligma gFitomnosti kreosotu, protoZe netoxicka kontrola
vykazovala mnohonasobrvyssi aktivity Lac v termické i mezofilni fazi kgrostovani.
Moznym vysitlenim nmize byt obsah toxickych latek jako rtdgad ©zkych kowi, které
zpasobuji inhibici tohoto enzymu [70] a které byly veorcich kontaminovanéharala a
travniho substratu detekovany.

Ve druhém degradaim experimentu byla maximalni aktivita Lac
(0,2 U-kg") nantena jiz 5. den kompostovani (termofilni faze). Fmtézaznamenan pokles
a opt zvySena aktivita 40. den kompostovani. V matrafazi nedochazelo jiz
k vyrazrejSim znmenam aktivity. Tento trend nastu aktivity byl detekovan také véetim
experimentu, kde byla maximalni aktivita Lac rigema 5. den kompostovani (0,3 UB
do ukorgeni kompostovaciho experimentu byla detekovanai migglina aktivity. Akoliv
tento enzym je zndm pro svoje schopnosti oxidac&),PAvysledki téchto experimerti
vyplyva, Ze nelze jednoztya prisoudit rozsah participace lakasy na degradaci PAdba’
v prvnim kompostovani experimentu byl zaznamengnifétantni ubytek PAU mezi 6. a
12. dnem, festo, Ze aktivita lakasy byla relativmalé a rovaZz mezi 140. a 240. dnem, kdy

aktivita nebyla detekovana.
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7. Zavér

Hlavnimi cily této prace bylo otestovat moznost aiukompostovaciho procesu pro
degradaci PAU verdw kontaminovaném kreosotovym olejem, otestovatrgrekotoxicity
v pribéhu procesu a provést analyzy mikrobialnich s@istev v pibéhu kompostovani.
V této diplomové préaci bylo potvrzeno, Ze degradBéd) kompostovanim je perspektivni
metoda z hlediska bioremediaci. Koncentrace PAUy byyznami snizeny ve vSech
experimentech a tento fakt potvrdil, Ze pouZité gostovaci substraty tzv. ,zeleny substrat"
a pedevSim cerst® pose€ena trava jsou vhodné materidly pro biodegradace) PA
v kontaminovaném igw. Analyzy PAU ukéazaly, Zze po 340 dnech v labordtorn
kompostéru p pouziti tzv. ,zeleného substratu®, ktery je pousiti pro komemi péstovani
Zampiorii, doslo v pipadt S€pu dieva o velikosti 1 cm k degradaci PAU v rozsahu 82 %
v pripadt S&pa o velikosti 3 cm k degradaci 59 % sumy PAWENIto experimenty byl
prokazan negativni vliv &Sich ¢astic kontaminovaného materialu na degradaci PAU.
Kompostovani bylo testovano i v pilotnimétitku se Stpy o velikosti 3 cm. V tomtoifpact
byl sledovéan také vliv rozdilnych kompostovacictbsati na &innost degradace PAU.
Jako kompostovaci substraty byly pouzity ,zelengsstat” a travni substrat. Travni substrat
vykazoval lepsi vysledky a k poklesu koncentrage StAU zde doSlo o 97 % Zipodniho
mnoZstvi a fi pouziti ,zeleného substratu“ doslo k celkovémuzeni PAU o 81 % po
240 dnech.

Dale byly sledovany zémy ve spoléenstvech mikroorganisin v pribéhu
kompostovani. Z vysledk stanoveni fosfolipidickych markerovych mastnychsédin byl
pozorovan vyznamny nast Gram-negativnich bakterii a hulfegevsSim v termofilni a
mezofilni f&zi kompostovani, ve kterych také do@téz vyraznému poklesu PAU. A vSak
Z chto vysledk se nepoddo vyswétlit do jaké miry jednotlivé skupiny organism
participovaly na degradaci PAU.

Byly sledovany aktivity extracelularnich enzgmv pribéhu kompostovani, ale
detekovana byla pouze aktivita enzymu lakasy a&teSechitech experimentech.

V pribéhu degradéniho procesu byly také pouzity testy ekotoxicityesT akutni
toxicity s bakteriemiVibrio fischeri a test fytotoxicity zaloZzeny na principu sledovani
Klicivosti semen Klordeum vulgarelL.) ukazaly, Ze dochazelo ke snizeni ekotoxicity
v pribéhu experimenit, a tedy nedochazelo praymbdobr k tvorks toxickych produki
degradace.
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Z vyslediki této prace vyplyva, Ze kompostovaci proces je pedts/ni z hlediska
bioremediaci, nelibvykazoval znany biodegradéni potencial PAU. AvSak ifes pozitivni
vysledky degradace v této préci, nelze kompostokénfaminovanych prakcusuzovat jako
konegné feSeni jak nakladat s timto nebeapgn odpadem. Vysledky dale nazog, Ze je
nezbytné dalSi studium této metody, kdy zejménah@oeni uUloh jednotlivych skupin
organisnii a enzyni podilejicich se na degradaci umozni dalSi cilep@émalizace pro

zvySeni dinnosti tohoto procesu.
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