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Abstrakt:

Ve své praci jsem sledovala mikrobidlni aktivitu v miocennich sedimentech ziskanych ze
dvou rtiznych hloubek — 30 a 150 metr — v Lomu druzba, ktery se nachazi v Sokolovské
hnédouhelné panvi. Byly odebrany tfi typy sedimentu: lamelarni, amorfni a ptechodny.
Vzorky byly ziskdny za sterilnich podminek a ¢ast ze vzorkt piechodného jilovce byla
ovlivnéna piiddnim gluko6zy, vlhéenim a mrazenim.

Mym cilem bylo sledovat aktivitu ptivodni hlubinné mikrofléry v riiznych hloubkéch a jeji
ovlivnéni environmentalnimi faktory, kterym mohou byt odtézené jilovce po umisténi na
vysypky vystaveny. Mikrobialni ¢innost byla hodnocena za pomoci méteni uvolnéného CO;
(titrace). Naméfené hodnoty mikrobialni aktivity neukazaly vyrazny rozdil mezi respiraci
sedimenti rizného stafi (hloubek), ale rozdily mezi riznymi druhy sedimentt signifikantni
byly, pficemz nejvyssi hodnoty byly naméfeny u lamelarniho sedimentu.

Ovlivnéni vzorki potom do aktivity bioty pfineslo odezvu, kterd napovida, Ze spolecenstva
velkych hloubek jsou limitovana zivinami. Protoze aplikace glukdzy nepfinesla az tolik
vyrazny efekt, je mozné se domnivat, ze tato spolecenstva jsou specializovéna na pfitomnou
fosilni organickou hmotu, kterou jsou schopna rozkladat, coz mé velky vyznam hlavné

V pocatecnich stadiich rozvoje vysypek.

Kli¢ova slova: mikrobialni aktivita, miocenni sedimenty, Sokolovska hnédouhelna panev,
glukéza, vlhceni, mrazeni, vysypky.

Abstract:

In my diploma thesis | observed microbial activity in Miocene sediments collected at two
different depths - 30 and 150 meters - in the ,,Druzba“ open-mine pit, which is located in
Sokolov Brown Coal Basin. There were three different types of sediment: lamellar,
amorphous and transitional. Samples were obtained under sterile conditions and following
treatments were applied to the transitional sediment: addition of glucose, wetting and
freezing.

The aim of my study was to observe the activity of the original microflora at various depths and the
impact of environmental factors that can affect the quarried claystones after being put on heaps.
Microbial activity was evaluated by measuring released CO,, (titration). Obtained values of
microbial activity did not show any differences between the respiration of sediments of different ages
(depths), but differences between different types of sediments were significant, the highest values were
found in lamellar sediment.



Affection of samples then showed biota activity response suggesting that microbial communities at
lower depths are limited by nutrients. Because the application of glucose did not show any noteworthy
effect, we can assume that these communities are specialize on present fossil organic matter they are
able to decompose, which is important especially in the early stages of heaps development.

Keywords: microbial activity, Miocenne claystones, Sokolov Brown Coal Basin, glucose,
wetting, freezing, heaps.
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1. Uvod

Mrwe

Nutnost se touto oblasti zabyvat vyvolala tfeba stale se zhorSujici kvalita podzemnich vod,
které jsou postizeny kontaminaci piid. Potfeba nakladani s radioaktivnim odpadem oteviela
otazku podzemnich skladist, jejich mikrobidlniho osidleni a potencidlnich dopadt.
Bioremediace je potom jednim z u¢innych a hlavné levnych zptisobti dekontaminace prostiedi

znecisténych t€Zkymi kovy ¢i radioaktivnimi latkami [Haldeman a Amy, 1993].

Neméné motivaénim diivodem je neutuchajici zajem lidstva o Gplné pocatky Zivota na
Zemi. Mikroorganismy pohibené stovky metri pod zemi by mohly byt Zivoucim dikazem
praddvného Zivota na Zemi a mohly by napomoci i patrdni po zivoté na jinych planetach

[Dong a Yu, 2007].

Ptezit v tak extrémnich podminkéch, jaké ve velkych hloubkach panuji, mohou pouze
vyjimeéné vybavené organismy. Studie jejich zivotnich projevii a strategii tudiz mohou
pfinést nové poznatky vyuzitelné v I€kaistvi i véde. Naptiklad pretrvavani téchto organismt
Vv klidovych stadiich, ktera se mnohdy odliSuji od téch, jez jsou vyuzivany povrchovymi

organismy, muize ptinést nové informace v oblasti kryptobiosy.

Cinnosti ¢lovéka se mikroflora, ktera by s nejvétsi pravdépodobnosti jen tak nespatfila
svétlo svéta, dostavd na povrch a zapojuje se do cykli zakladnich prvkii a fungovani

modernich ekosystémti.

Do této kategorie lidského vlivu patii i povrchova tézba hnédého uhli. Hlusina
z vysypek povrchovych lomi iniciovala podrobnéjsi studium mikrobidlni aktivity diky

zji$téni, Ze vyvazeny material — a¢ mnohdy pochazi ze znacnych hloubek - neni sterilni, ale je



osidlen populacemi mikroorganizmu [Elhottova at al., 2006]. Ptesto, ze fosilni mikrofléra je
hojn¢ dokumentovana, o jejim osudu po vytézeni hlubinnych vrstev vime velmi mélo, ackoli

¢innost mikrobialnich spolec¢enstev je z hlediska sukcese vysypek velmi dilezitym faktorem.

Hlusina tvorici vysypky obsahuje nejen mikrobiotu, ale také organickou hmotu,
kterou pfitomné mikroorganismy mohou rozkladat. Ve své diplomové praci jsem se zaméfila

praveé na procesy mikrobialniho rozkladu organické hmoty.

Mym cilem bylo jednak porovnat rychlost mikrobialni respirace hlubinnych
spole¢enstev miocenniho jilu odebraného z ruznych hloubek a riznych facii a dale sledovat
ovlivnéni mikrobidlni respirace environmentdlnimi faktory, kterym mohou byt jilovce na

povrchu vystaveny - zejména vlhéeni, mrznuti a piisun snadno dostupného uhliku.

SnaZila jsem se odpovédéEt na nasledujici otazky:

1) Miuze mikrobidlni spolecenstvo hlubinnych vrstev hrat vyznamnou roli

vV mikrobidlni aktivité inicidlnich stadii rozvoje vysypek?

2) Je mikrobidlni aktivita ovlivnéna typem sedimentu a jeho statim (hloubkou)?

3) Jak mohou fyzikalni a chemické stimuly, kterym je hluSina po vytéZeni vystavena,

ovlivnit mikrobialni aktivitu?



1.1. Hlubinna mikroflora

1.1.1.  Vyskyt mikroorganizmu v podzemi

Prvni zminka o tom, ze ani hlubinné ekosystémy nepostradaji zivot, pochazi od
Bastina [1926], ktery kultivoval bakterie redukujici sulfat ze vzorkia pochazejicich z ropnych
poli Illionoi. Mikroorganismy schopné kultivace byly potom objeveny v saturované i
nesaturované zoné podzemi v hloubkach az 2,7 km a teplotach vyssich nez 60°C [Balkwill et

al., 1997].

Od dob prvotni zpravy o0 existenci mikrobialni aktivity v podzemnich ekosystémech si
tuto oblast za cil svého studia zvolilo mnoho vyzkumnikd. Pestra skala mist, na kterych byly
mikroorganismy nalezeny, zahrnuje podmoiska i terestrickd prostfedi. Zivotaschopné
mikroorganismy byly dosud zaznamenany napiiklad v granitovych horninach [Pedersen,

1997], ve zvodnich, sedimentarnich horninach, v piskovcich a btidlicich.

O zajmu o tuto oblast svédéi i ustanoveni The Subsurface Microbial Culture
Collection (SMCC), ve které¢ jsou shromazdovany informace o mikroorganismech
izolovanych z podzemnich prostfedi a ktera v soucasnosti obsahuje témét 10 000 druht

mikroorganismii, vétsinou bakterii [Balkwill et al, 1997].

Vyskyt Zivych mikroorganisml beze sporu zavisi na prostfedi. Podminky hlubokého
kontinentalniho podlozi jsou typicky reprezentované anaerobni podminkami, vysokym ¢i
nizkym pH, vysokou teplotou a tlakem, vysokymi hodnotami zafeni (z rozkladu

radioaktivnich prvki) a vysokou salinitou [Rothschild a Mancinelli, 2001].

Obecné¢ existuji  tfi  kategorie kontinentdlnich podpovrchovych prostiedi:
podpovrchové zvodné a/¢i hydrotermalni vody; sedimentarni panve/ropnd loziska a

krystalické metamorfované/magmatické horniny [Dong a Yu, 2007]. Charakteristiky



jednotlivych stanovist’ urcuji, zda a v jakém mnozstvi bude mikroflora pfitomna a determinuji

I metabolismus organismu.

Napiiklad Colwell et al. [1997] provedli analyzu hlubinnych systémd, jez byly
specialné vybrany pro svou geologicky podminénou hydrologickou izolaci a maximalni
paleoteploty (120-140°C). Pfedpoklady, ze tyto podminky znemoznily pfeziti pfitomnych
organismu, se potvrdily - kultivaéni a biomarkerova analyza neukazala obsah zadnych

zivotaschopnych mikroorganismu.

Naopak analyza vzorki z hydrologicky propojenych podzemnich oblasti, které nebyly
vystaveny tak vysokym paleoteplotdm, pfinesla objev malého mnoZstvi Zivotaschopnych

sulfat redukujicich, grampozitivnich bakterii Desulfotomaculum [Colwell et al., 1997].

1.1.2. Vyskyt mikroorganizmii v ptiidnich typech

Kieft et al. [1995] provedli pii svém vyzkumu v Hanford Site ve Washingtonu
srovnani vzorkt z nckolika odliSnych hloubek i vrstev obsahujicich jezerni sedimenty,
paleosol a hrubozrnné ti¢ni sedimenty.

Lakustrinni sedimenty se tradi¢né vyznacuji vyS$§im obsahem organické hmoty a s tim
souvisi 1 vys§i poCty Zivotaschopnych mikroorganismt Vv téchto vzorcich. Ty byly ovSem
znané niz§i, nez by odpovidalo modernim jezernim sedimentim. To je pravdépodobné
diisledek jemnozrnné povahy téchto usazenin, ktera limituje pohyblivost mikroorganismi i
mobilitu rozpusténych zivin [Kieft et al., 1995].

Také Frederickson et al. [1995] srovnavali abundanci mikrobioty v jezernich a fi¢nich
sedimentech a v paleosolu. Shodné¢ s Kieft et al. popisuji nejvyssi koncentrace mikrobialni

biomasy v malo propustnych lakustrinnich sedimentech, ve kterych byly také zjistény vysoké
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koncentrace organického uhliku [Frederickson et al., 1995]. Opét je zde zminén vyznam malé
propustnosti téchto sedimenti, diky niz mize dochazet k dlouhodobému uchovani bakterii i
organického uhliku. Systém je totiz limitovan nedostate¢nou dodavkou rozpustnych akceptorii
elektrontl, které jsou nutné pro mikrobialni respiraci [Frederickson et al., 1995].

Pfitomnost nebo  nepfitomnost  fosilntho  organického  uhliku v malo
propustnych sedimentech je tak dulezitou podminkou pro wudrzeni zivotaschopnych
mikroorganisml v téchto usazeninach. Je pravdépodobné, ze organicky uhlik poskytl energii
pro dlouhodobé preziti mikrobioty a to zvlasté¢ v jemnozrnnych jezernich usazeninach [Kieft
et al., 1995]. To, Ze vtomto prostiedi dochazelo k transportu zivin difuzi a mnozstvi
zivotaschopnych mikroorganismii bylo relativné nizké, méa za nésledek, ze ¢ast ptivodni
organické hmoty v sedimentech jezera mohla pietrvat po miliony let [Kieft et al., 1995].
ziejm¢ nedostatek organické hmoty v dusledku mikrobidlni mineralizace a/¢i louzeni
organické hmoty z pidy poté, co se dostala pod povrch. Ke zminénému velkou mérou
prispéla vétsi velikost zrn daného sedimentu [Kieft et al., 1995].

Nedostatek organické hmoty a mikrobidlni aktivity v fi¢nich pis¢inach potom v daném
experimentu souvisel s obecné nizsim obsahem organického hmoty v fi¢nich sedimentech jiz
v dob¢ depozice.

To, ze se vertikalni distribuce mikroorganizmt v ptdnim profilu rtzni v zavislosti na

pudnim typu zminuji ve své pracii Federle et al. [1986].

1.1.3. Dostupnost Zivin

Vyskyt mikroorganisml v hlubokém podloZi je urcen i strukturou a sloZenim v daném
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prostfedi pfitomnych sedimentd a hornin. Na nich zavisi mnozstvi zivin a jejich dostupnost.
Dostupnost ovliviiuje jiz vySe zminéna velikost port. Fredricson et al. [1997] uvadi ve své
praci hodnotu usti pord mensi nez 0,2 pm jako hranici, pod kterou nebyla ve vzorcich
pozorovana metabolicka aktivita bakterii — redukce acetatu, glukdzy a SO, Toto ma zjevnou
souvislost s velikosti znamych bakterii, pro které jsou tyto pory pfili§ malé a ziviny v nich
tudiz nedostupné. To se ve zminéném experimentu potvrdilo béhem dalsi inkubace, kdy byl
dany vzorek obohacen zivinami a tento zasah vedl k metabolické aktivit¢ bakterii
redukujicich sulfat [Fredricson et al., 1997]. Na druhé strané¢ vzorky s dostateCnym
mnozstvim pora vétSich nez 0,2 um vykazovaly vyraznou metabolickou aktivitu bez
jakéhokoliv obohaceni [Fredricson et al., 1997].

Fyzikalni ptekazky v metabolické aktivité bakterii zminuji i White et al. [1998]. Podle
nich je nedostatek propojenosti v riznorodych rozptylenych mikrobialnich spole¢nostech
rychle prokazatelny vyznamnym zvySenim metabolické aktivity téchto spolecenstvi po
pridani vody ¢i drceni usazenin, aniz by se ke vzorkim ptidavaly néjaké dals§i substraty
[White et al., 1998].

Sedimenty oznacuje jako vhodny habitat mikroorganismia Stevens [1997].
ProtoZe sedimentarni horniny jsou typicky pordzni, umoznuji pomaly pritok podzemni vody
a tim 1 distribuci Zivin skrz formace [Stevens, 1997].

Na druhé strané 1 jemnozrnné biidlice s drobnymi péry mohou byt pro bakterie
7adanym prostfedim v piipadé, Ze se vyskytuji v sousedstvi piskovcll. Ziviny pomalu se
Z nich uvolnujici totiz slouzi k vyzivé mikroorganismim, které vyuzivaji jako zivotni prostor
vetsi pory v piskovei [Fredricson et al., 1997].

Vzhledem k extrémnim podminkam hlubinného prostiedi jsou ziviny louzené z
okolnich hornin a sedimentll pro pfeZiti mikrobioty velice podstatné. JelikoZ vétSina

rozpustnych zivin, které jsou pfinaseny spolu s vodou infiltrujici se z povrchu, je odebrana
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cey

organismy Zzijicimi v pid¢ a blizko pod povrchem, hluboko do podlozi se dostavd voda na
ziviny chuda [Fredricson et al., 1997]. Z tohoto divodu povazuji Fredricson et al. [1997] za
pravdépodobné, ze vétSina z Zzivin, které vyuzivaji bakterie v hlubokych podpovrchovych

prostredich, je ziskana z okolnich hornin a usazenin.

1.14. Pivod mikroorganismu

Piivod mikroorganismi v hlubokém podzemi muze byt ziejmé dvoji — bud’ jde o
organismy, které se do podlozi dostaly v nedavné minulosti prinikem ze zemského povrchu a
nebo to miize byt biota, kterd v téchto hloubkach ptezila jiz od doby prvotni depozice.
V nékterych mistech miize jit o kombinaci obou variant.

To, zda je mozna mobilita organismi podzemim, je to dano velikosti pora daného
podlozi, které musi byt dostate¢né prostorné pro jejich pruchod, v opacném piipadé se da
predpokladat, ze jde o mikroorganismy piivodni.

Naptiklad v Clay Mesa Shale oznacuji Fredricson et al. [1997] organismy piitomné ve
zdejsich lakustrinnich sedimentech jako pravdépodobné shodné s témi, které se zde
vyskytovaly béhem depozice a rané diageneze.

I ve své drivejsi praci popisuji Fredricson et al. [1995] fyzikalni podminky (malou
propustnost jezernich sedimentll) jako jednu z pfi¢in zachovani pivodni organické hmoty a
mikroorganismi vV miocennich jezernich sedimentech odebranych z riiznych hloubek v oblasti
na jihu Washingtonu. N¢které z téchto organismu podle nich pravdépodobné piezily dlouha
obdobi diky extrémné pomalému metabolizmu a ristu [Fredricson et al., 1995]. Muze tak jit o

mikroorganismy odvozené z zivocichd pfitomnych v sedimentech jezera ulozenych pied 6-8
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miliony lety [Fredricson et al., 1995].

Studii jezernich sedimentti se zabyvali i Elhottova at al. [2006], konkrétné¢ v oblasti
Sokolovské hnédouhelné panve. Udavaji, ze béhem experimentu zjistény relativné vysoky
obsah zZivotaschopné biomasy a spektrum saprotrofnich fungi a heterotrofnich bakterii
ukazuje, ze na jil bohaté sedimenty jsou mikrobidln¢ bohatym geologickym mediem, ve

kterém fungi a bakterie mohou piezit po dlouha obdobi [Elhottova at al., 2006].

Sedimenty jako prostiedi obsahujici signifikantni populace mikroorganismt v dobé¢
depozice uvadi i Stevens [1997]. Podle n¢&j sedimenty Casto obsahuji velké koncentrace
organické hmoty, které mohou nasledné udrzet mikrobialni metabolismus.

Specialni pozici jemnozrnnych hornin, konkrétné jilovci, jako hornin schopnych
uchovat zivotaschopné bakterie po dobu az miliont let, udavaji ve své studii i Mauclaire et al.
[2007]. Pti studiu formace Opalinus Clay, 170 miliont let starého mezozoického jilovce,
ktery vznikl sedimentaci na dné¢ mélkého mote, objevili mimo jiné sulfat redukujici bakterie,
které jsou shodné s typem mikroorganismi které bychom v tomto prostiedi nasli v dobé
depozice a ¢asné diageneze [Mauclaire et al., 2007].

To, zda v hornin€ pfetrvaji Zivotaschopné organizmy i po dlouhych ¢asovych usecich,
zavisi samozifejme i na horninovém vyvoji konkrétnich oblasti. V Opalinus Clay, ackoli
obsahuje velmi zhutnéné jilovce, nejsou ani po 170 milionech let vzorky zcela bez Zivota.
Mauclaire et al. [2007] vidi pfi¢inu v tom, Ze v tomto pfirodnim jilu probihalo zhutiiovani
extrémné pomalou rychlosti (pfes milion let); suSeni a zmenseni prostoru tak bylo postupné,

coz dalo bakteriim pfilezitost k tomu, aby se pfizptisobily drsnym podminkam prostiedi.
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1.2. Biogeochemické procesy

Je znamo, Ze mikroorganismy jsou schopny katalyzovat reakce, které by v danych
podminkach bez jejich pfispéni probihaly pfiliS pomalu nebo by neprobihaly vibec.
Typickym piikladem je bakterialni redukce sulfatu na sulfid v anoxickych vodach [Pedersen,
1997]. Bakterialni aktivita také ovlivituje redoxni potencial prostiedi [Pedersen, 1997]. V
podminkéch bohatych na Fe** a organickou hmotu tak byvaji hojné bakterie redukujici Zelezo,
diky jejichZ ¢innosti roste v prostiedi obsah Fe?* a CO, [Pedersen, 1997].

Neméné€ zjevnym piikladem je koexistence hydrogenni a metanogenni mikrobioty. Hj
vznikd ¢innosti hydrogennich bakterii pii fermentaci a respiraci organické hmoty do té doby,
nez se rozklad organického materialu kvuli jeho vysokym koncentracim zastavi. Methanogeni
nasledné¢ vyuziji vodik a oxid uhli¢ity pro produkci metanu, snizi koncentrace vodiku
Vv prostiedi a dekompozice organické hmoty se znovu obnovi [Pedersen, 1997].

Mikrobialni produkce a dekompozice organické hmoty zéavisi na tom, zda jsou
ptfitomny zdroje energie a akceptory elektront [Pedersen, 1997].

I pro pouhé pieziti pottebuji hlubinné mikroorganismy dostate¢ny piisun energie pro
udrZeni bazalniho metabolismu. Pedersen [1997] oznaCuje za mozné energetické zdroje v
hlubinném terestrickém prostiedi organicky uhlik, redukované anorganické molekuly a vodik.
Lovely et al. [1996] demonstrovali, Ze huminové latky, které jsou v podzemi vSudypiitomné,
mohou nékteré mikroorganizmy vyuzivat jako piijemce elektronu pii anaerobni oxidaci
organickych sloucenin a vodiku.

Na obrazku niZe jsou nakresleny mozné zpusoby, jakymi podle Pedersena [1997]
muze hlubinna mikrobiota ziskavat energii z dostupnych zdroji s vyuzitim raznych akceptorti

elektronu.
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Obr. 1.: Mozné zptsoby toku C podzemnim prostfedim. Organicky uhlik je respirovan s kyslikem,
pokud je pritomen, nebo se U€astni fermentace nebo anaerobni respirace s fadou riznych akceptorti elektronu

[Pedersen, 1997].

V nékresu najdeme procesy aerobni, anaerobni i fermenta¢ni. Ale protoze nasyceni
vody kyslikem je nizké a také z diivodu, Ze praveé kyslik je pfednostné vyuZzivany akceptor
elektronu pro mnoho mikroorganizmi vyuZivajicich organické slozky v podzemni vod¢ tésné
pod povrchem, v oblastech pozemniho hlubinného prostiedi obvykle ptevladaji anaerobné
redukované prostiedi a podminky [Pedersen, 1997].

Podle Amend a Teske, [2005] v oxickych systémech pievlada aerobni respirace, se
stoupajici zvySujici se hloubkou a klesajici koncentraci kysliku ndsledovana denitrifikaci,
disimila¢ni redukci Mn, Fe a siranu a nakonec autotrofni metanogenezi; ve velmi nizkych

redoxnich potencidlech se vyskytuj také fermentace a aceticlastickd metanogeneze.
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1.2.1. Vodik jako zdroj energie

vvvvvv

litotrofni mikrobidlni spole¢enstva H,, Ten je vzhledem ke svému hojnému vyskytu vhodnym
zdrojem energie a je vyuzivan fadou druhl organismu, napiiklad reducenty dusi¢nanu,
Mn(lIl) a Fe(Ill), sulfatu a metanogennimi organismy [Dong a Yu, 2007]. Vyuzitelnost
vodiku zvysuje 1 fakt, ze jeho vysoka difuzivita zajistuje rychly pfisun H, 1 organismim

cey

zijicim v pudnich pérech [Dong a Yu, 2007].

H; v hlubinnych ekosystémech vznika nékolika zptisoby:

1) tepelnou dekompozici organické hmoty [Dong a Yu, 2007]

2) fermentaci organické hmoty [Chapelle, 2000]

3) procesem zvanym serpentinizace: reakci mafickych a ultramafickych hornin s fluidy, ktera

jimi protékaji [Dong a Yu, 2007]

4) radiolytickou disociaci H,O b&hem poklesu radioaktivity U, Th, a K v hornin¢ [Lin et al.,

2005]

Podle Lin et al. [2005] je abioticka tvorba H, zakladni soucasti podpovrchovych
ekosystému, které jsou opravdu nezavislé na povrchové fotosyntéze. Slobodkin [2005] ve své
praci uvadi, Ze mnoho sulfat redukujicich termofilnich organismt umi vyuzivat molekularni
vodik a u né€kterych z nich byl studovan i autotrofni rast. Naptiklad u Geoglobus ahangari a
Sulfurihydrogenibium subterraneum byla prokazana schopnost vyuzit Hy a Fe(lll) k rustu,
aniz by tyto druhy vyzadovaly pfitomnost organickych zdroji uhliku [Aguiar et al., 2004,

Kashefi et al., 2002].
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Pedersen [1997] zkoumal hlubinnou mikrobiotu ve zvodnich Zulové skaly v
Fennoscandian Shield, ve Svédsku, a ptedlozil model methanogennich a homoacetogennich
spoleenstev, kterd tvoii zaklad potravniho fetézce spotfebovanim H; a CO; v nasledujicich

fetézovych reakcich:

4H, + CO»,—CH4 + 2H-»0

4H, + 2C0O,—CH3COOH + 2H,0

Acetogenni bakteriec podle Pedersena [1997] vyuZivaji reakce H, a CO,
vedouci ke vzniku acetatu k tvorbé energie (ATP). Vznikajici kyselina octova (CH3COOH)
muze byt anaerobn¢ respirovana a vyuzita napiiklad metanogennimi organismy nebo
reducenty Fe(Ill) ¢i siry. Biomasa syntetizovand timto hypotetickym spolecenstvim
organismi pak muze slouzit jako zdroj uhliku a energie pro anaerobni organismy [Amend,

Teske, 2005].

Metanogeneze hraje diilezitou roli v degradaci organickych sloucenin, protoze je

kone¢nym krokem v toku uhliku anaerobnimi prostiedimi [Adhikari a Kallmeyer, 2010].

1.2.2. Redukce kovu

Mnoho kovti hraje dtlezitou roli v biogeochemickych cyklech, protoze pro vyménu
poskytuji snadno dostupné elektrony [Adhikari a Kallmeyer, 2010]. Mikroorganismy jsou

schopny enzymaticky redukovat nejriiznéjsi z nich [Lovley, 1993].
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Nékteré organismy mohou uchovavat energii pro svij rust propojenim oxidace
jednoduchych organickych kyselin a alkohold, H,, nebo aromatickych sloucenin s redukci
Fe(IIT) nebo Mn(IV) [Lovley, 1993]. Tato disimila¢ni redukce Zzeleza a manganu ovliviiuje

geochemické procesy anaerobnich akvatickych sedimentti a podzemnich vod.

Redukce kovii miize vbunééném metabolismu plnit nejriiznéjsi funkce: mulze
generovat energii (jiz vySe zminéna disimilaéni redukce), plnit biosyntetickou funkci
(asimilacni rekukce) nebo funkci detoxifikacni, ptipadné muze také ptesnou funkci postradat
(nespecificka redukce) [Slobodkin, 2005]. Co se ty¢e mnozstvi kovi, Gcastnicich se téchto
reakci, potom disimilaéni procesy vyzaduji o nékolik tadi vyss$i hodnoty nez reakce

asimila¢ni [Slobodkin, 2005].

Krom¢ Fe(Ill) a Mn(IV) vyuzivd mikrobiota jako termindlni akceptor elektronu
napiiklad 1 U(VI), Se (VI), Cr(VI), Hg(Il) a dal$i, méné prozkoumané kovy, jako jsou vanad,
molybden, zlato, stfibro a méd [Lovley, 1993]. Mikroorganismy, které vyuzivaji kovy jako
kone¢né akceptory elektrontt nebo kovy redukuji v pribéhu detoxifikacnich mechanismi,
vyznamné ovliviiuji geochemické podminky akvatickych sedimentl, podmécenych pid a

terestrického podzemi [Lovley, 1993].

1.2.2.1. Redukce zeleza

Vzhledem ke své dostupnosti v podzemi je Zelezo idealnim prvkem pro metabolické
procesy hlubinné mikroflory. Slobodkin [2005] uvadi, Ze tento kov je Zivotné dilezitym

makroelementem pro vétSinu organismd.
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1.2.2.2.  Termofilni reducenti Fe(lll)

Redukce kovl termofilnimi mikroorganismy je uzce spjata s lidskou cCinnosti
prostiednictvim bioremediace t€zkych kovii a radioaktivnich nuklida v opusténych jadernych

zatizenich a skladkach odpadu [Dong a Yu, 2007].

Bylo potvrzeno, ze mikrobidlni respirace, pti které jsou jako konecné akceptory
elektrond vyuzivany oxidy Fe(lll), je dilezity proces v anoxickych prostiedich a také, ze

takika veskera redukce Fe(lll) probiha za pomoci enzymatické katalyzy [Lovley, et al., 1993].

Slobodkin [2005] udava, ze mikroorganismy schopné disimilaéni redukce Fe(III) byly
nalezeny ve vSech znadmych typech termdlnich ekosystémi, véetné terestrickych a marinnich

hydroterméalnich komind a geotermaln¢ vyhtivanych podpovrchovych vod a sedimentt.

S tim souhlasi i poznatky Dong a Yu [ 2007], ktefi popisuji, Ze termofilni reducenti kovu
jsou ptfitomni prakticky ve veskerych moznych lokalitach, od sedimentarnich panvi (zasobniky ropy),

pozemnich hydrotermalnich vod az k hlubinnym podpovrchovym krystalickym hornindm.

Fe(I11) je mikrobiotou redukovan na Fe(II) [Luu a Ramsay, 2003].

_ Fe(Ill) e —= I?l:*{I]]I _

Schopnost vyzivat Fe(Ill) jako exogenni akceptor elektronu byla zjiSténa u
termofilnich mikroorganismi s riznymi typy metabolismu [Slobodkin, 2005]. Muzeme ji
nalézt u fermentor a obligatn¢ respirujicich anaerobli s riznymi typy respirace (reducenti
sulfuru, manganu a nitratu) stejné tak jako u aerobnich mikroorganismii za nepfitomnosti
kysliku ~ [Slobodkin,  2005]. OvSem pro vétSinu z  uvedenych, vyjma
Geothermobacteriumferrireducens a Geoglobus ahangari, neni Fe(lll) jedinym vyuzivanym

akceptorem elektronu [Slobodkin, 2005].

20



Mnohé ze sloucenin, které obsahuji Zelezo, jsou nerozpustné, coz mikrobiotu vedlo k
nejruznéjSim strategiim, jak tyto zdroje redukovat. Organismy vyuzivaji piimy kontakt,
chelatované slozky, zprostfedkovatele endogennich a exogennich nosi¢i a interakce s

elektronovou sférou [Slobodkin, 2005].

Termofilni reducenti jsou pro redukci Fe(Ill) schopni vyuzivat Siroké spektrum
organickych sloucenin [Slobodkin, 2005]. Acetat, klicovy meziprodukt dekompozice
organické hmoty za anaerobnich podminek, je reducenty kovi zcela metabolizovan v celém

rozsahu jejich rustovych teplot [Slobodkin, 2005].

1.2.3. Vyuiziti siry

Védci se domnivali, ze v kyselém prostfedi (napiiklad kyselé¢ dalni vody, vody
vylouzené z rud) slouzi Fe(Ill) pouze jako nebiologicky oxidant, ale vyzkumy Brocka a
Gustafsona [1976] napovidaji, Ze bakterialni katalyza mtize hrat vyznamnou roli v reaktivité
Fe(lll). Zminéni védci zkoumali chemickou reakci mezi elementarni sirou a Fe(IIl). Ve
sterilnich vzorcich pfi pokojové teploté redukci Zeleza nepozorovali, vyssi teplota (70°C) uz
k signifikantni nebiologické redukci vedla, ovSem jeji rozsah nedosahoval hodnot

pozorovanych v kontrolnich, bakteriemi osidlenych, vzorcich [Brock a Gustafson, 1976].

1.2.3.1.  Oxidace siry

V extrémnich prosttedich, kterd se vyskytuji pod zemskym povrchem, panuji unikatni
podminky, jimZz se mikroorganismy musely pfizplsobit, aby mohly pfezit. Namisto
klasickych cest, vedoucich pfes organické slouceniny, tak byly nuceny hledat jiné
metabolické cesty ke ziskani energie.
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Naptiklad geotermalni pukliny, solfatary a horké prameny nabizeji mikrobioté spise
nez organicky uhlik redukované slouceniny a proto organismy vyuzivaji je. Mezi v téchto
prostiedich pfitomnymi chemolitoautotrofnimi organismy mizeme casto nalézt biotu
schopnou oxidovat slouceniny siry ve spojeni s redukci nitratu a kysliku, protoze slouceniny
siry a elementarni sira mohou poslouzit jako donor stejné tak i jako akceptor elektronii a

mnoho z mikroorganismu je vyuziva k rastu [Dong a Yu, 2007]

Dong a Yu [2007] uvadi, Ze vétSina archedlnich oxidanti siry jsou aerobni ¢i
fakultativné anaerobni, chemolitoautotrofni, thermoacidofilni s Acidianus ambivalens, A.

infernos a A. brierleyi z tadu Sulfolobales a fise Crenarchaeota jako hlavnimi reprezentatnty.

Aragno [1992] potom rozdélil obyvatele termalnich oblasti schopné oxidovat siru do 4
skupin:

1) bakterie oxidujici siru a vodik — obligatné¢ chemolitoautotrofni bakterie skupiny

Aquifex-Hydrogenobacter a fakultativné chemolitoautotrofni Bacillus schlegelii

2) Thermothrix - striktn¢ termofilni organismy oxidujici siru

3) mirn¢ termofilni, acidofilni organismy oxidujici siru — Thiobacillus

4) ) mirn¢ termofilni, siln¢ acidofilni organismy oxidujici siru a kovy

1.2.3.2.  Redukce sulfatu

Jorgensen [1978a, 1978b] popisuje ve svych pracich organoklastickou redukci sulfatu,
pfi které slouzi jako donory elektronu hydrogen nebo nizkomolekularni substraty (jako jsou
napfiklad nestabilni mastné kyseliny) vznikajici pfi fermentaci ¢aste¢né rozpusténé organické

hmoty, napiiklad podle reakci:

22



2CH,0+503~ =2HCO3 H.S

4H,+S02~ +H* =HS~ +4H,0

Martens a Berner [1974] potom ve své studii uvadi redukci sulfatu zaloZzenou na
oxidaci metanu, oznaCovanou také jako anaecorbni oxidace metanu, kterou miize popsat

nasledujici reakce:

CH4+503~ =HCO; +HS~+H,0

1.2.4. Ekosystémy nezavislé na fotosyntéze

Studium podpovrchovych ekosystému piivedlo vyzkumniky na moznost, Ze hlubinna
biosféra nemusi byt zcela zavisla na fotosyntetickych procesech probihajicich povrchu Zemé.
Pti sedimentaci se sice do podzemi dostava i1 organickd hmota produkovand autotrofnimi
organismy pii fotosyntéze, ale béhem ubihajiciho ¢asu se muze diky zde pfitomnym
organismum jeji zadsoba znaéné ztencit. Organické zbytky také podléhaji plidnim procesiim
jako je kompakce, cementace a zmensovani puidnich pord, ¢imz se stavaji pro biotu velice
tézko dostupné [Stevens, 1997]. Organismy jsou tak nuceny zacit vyuzivat jiné zdroje, pokud
chtgji prezit.

Alternativou ke klasickému detritovému systému vyuzivajicimu fotosyntetickou
priméarni produkci miize byt v podzemnich ekosystémech priméarni produkce, pii které jsou
vyZivany in situ pfitomné energetické zdroje geochemického plivodu [Stevens, 1997]. Pii

chemolitoautotrfii tak jak donor, tak akceptor elektornu pochazeji z geochemickych zdroju.

O tom, Ze co se tyCe hlubinnych mikroorganismi, jde casto o anaerobni a termofilni

chemolitotrofy — znaéné& odlisné od organismi povrchovych — hovoii i Dong a Yu [2007]
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Vyvielé horniny by se mohly zdat jako naprosto nevhodné prostiedi pro vyskyt
podpovrchovych mikroorganismti [Stevens, 1997].  Tyto krystalické skaly vznikaji
z tuhnouciho magmatu; proto obvykle nejsou pfiili§ porézni a navic nejspi§ neobsahuji
organickou hmotu [Stevens, 1997]. OvSem prostor pro pieziti mikrobiota nachazi ve zlomech
a prasklindch, které se v nich vytvoftily a kterymi prochazi podzemni voda. Pravé reakce této
vody s magmatickymi horninami (za vhodnych podminek) mize poskytovat dostatek energie
litoautotrofnim spolecenstvim a pravé tato spolecenstva by mohla proto byt nezavisld na

povrchové fotosyntéze [Stevens, 1997].

Podle Dong a Yu [2007] mohou byt v geotermalnich puklinach, solfatarach a horkych
pramenech redukované sirné slouceniny dilezitéjSimi darci elektronu nez organické slouceny
uhliku, protoze tato prostiedi ¢asto obsahuji vysoké koncentrace neustrojnych sloucenin jako
jsou CO,, SO,, N, CO, Hj, dusi¢nany, ruzné oxidy kovi a sulfidy (H,S). Nasledkem toho je
primarni produkce biomasy v téchto prostfedich dotovana energii z chemolitoautotrofnich

redukénich reakei téchto anorganickych slouc¢enin [Donga Yu, 2007].
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1.3. Detekce a kvantifikace

Vyzkum hlubinnych organisml je ztizen vyraznou narocnosti jejich kultivace. Tu
komplikuji mnohé faktory, mezi nejvyznamngjsi vSak patii naprosto unikatni podminky, ve
kterych tyto mikroorganismy ziji a pomaly rist, jenz je pro tyto organismy specificky [Dong a
Yu, 2007]. Vétsina mikroorganismt nalezenych v podzemi nema kultivovatelné ¢i znamé
pribuzné ve svété na povrchu a tak jedingé, co je o nich dosud znamo, je jejich geneticky kod

[Adhikari a Kallmeyer, 2010].

Pro odhady biomasy, diversity a aktivity podpovrchovych mikrobialnich spole¢nosti je
vyuzivéana Sirokd paleta metod, jejichz aplikovatelnost zalezi na konkrétnim prostfedi. Tyto
metody zahrnuji vice nez sto let staré techniky riistu mikroorganismi na miskach s pevnym
mediem, ptes jejich kultivaci a pocitani [Pedersen, 1993] az po metody molekularni biologie,
kde je vyuzivana extrakce DNA =z prostiedi a jeji nasledna analyza [Stackebrandt and
Goodfellow, 1991].

Esterifikované fosfolipidové mastné kyseliny (PLFAs) jsou vynikajici mirou
zivotaschopné ¢i potencidlné zivotaschopné biomasy v Sirokém rozsahu prostiedi, protoze
zivotaschopnd mikrobiota mé nedotéené membrany, které obsahuji fosfolipidy (a PLFAs)

[White et al., 1998].

Pocitanim bakterii je mozné ziskat idaje jednak o poctech téch Zivotaschopnych
piipadné€ o poctech celkovych; stanoveni zivotaschopnych bakterii je vyznamné ovlivnéno
spravnym rustovym médiem, které je nutné stanovit pro konkrétn€ ptitomnou skupinu bakterii
[Pedersen, 1993]. Tato podminka nebyva mnohdy splnéna a odhady zivouci biomasy tak

¢asto byvaji podhodnocené.
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Celkovy pocet bakterii umoziuje lepsi piedstavu o poctu pfitomnych bakterii, ale pii
této metodé zase chybi informace o zivotaschopnosti a diverzité spoleCenstvi [Pedersen,
1993].

Pro studium diverzity bakteridlnich spolecenstvi se klasicky vyuziva metoda, pii niz
jsou vzorky ze studovaného prostfedi inokulovana pevna a kapalnd média. Nasleduje
inkubace pfi rtiznych teplotach a rostouci bakterie jsou pak spocitdny a klasifikovany na
zaklade¢ jejich morfologickych, chemickych a fyziologickych vlastnosti [Pedersen, 1993].

Ringelberg et al. [1997] uvadi, ze klasické techniky, se kterymi se daii izolovat a
kultivovat organismy pochazejici z hlubokého podzemi pouze velice netispésné, Casto vedou
k popisu méné nez 10% ve skutecnosti pritomné bioty. Nejen, Ze neumoznuji popsat celkova
spoleCenstva, ale navic zakryvaji mozné interakce a kvantitativni odhady heterogenity
Vv distribuci mikroorganismii a jejich aktivit [Ringelberg et al., 1997].

Namisto vyuzivani kultivacnich technik, které se ukazaly jako nevhodné, je tudiz
davana prednost metodam molekularnim, které jsou schopné zachytit reprezentativni ¢ast
organismu pfitomnych v hlubokém podzemi. VétSina studii zabyvajicich se biodiverzitou tak
vyuziva metod zahrnujicich pfimou extrakci nukleovych kyselin ze sedimenti a PCR
(Polymerase Chain Reaction) amplifikaci 16S rRNA gend [Giovannoni et al., 1990] a/ nebo
funk¢ni geny oznacujici kliCové anaerobni sedimentarni procesy (jako jsou metanogeneze a
redukce sulfatu) [Fry et al., 2008].

Navzdory nedadvnym pokrokim v molekularni biologii, spojeni mezi fylogenetickou
informaci (napf. 16S ribozomalni RNA geny) a funk¢nimi geny ve stejném genomu je stale
znaéné neprobadano, coz neumoziuje dat do souvislosti identitu s funkci [Adhikari a

Kallmeyer, 2010].

26



Molekularni techniky ptinasi i dalsi uskali. Fry et al. [2008] hovoii o obtizich
spojenych s vyzkumem hlavné hlubokomoiskych sedimentii — jednak o soucasné nechténé
extrakci substanci jako jsou huminové a fulvokyseliny a také o problémech s nizkym poctem
prokaryotnich bun€k, s ¢imz nasledné souvisi i nizké koncentrace extrahovatelnych

nukleovych kyselin.

Kromé obtizi souvisejicich s uréenim piitomného genetického materidlu je vyzkum
hlubinnych ekosystémti ztizen moznosti kontaminace studovanych materidlt. Pred
mikrobiologickou analyzou je tudiz nutné ujistit se, ze vzorky sedimentd maji dostate¢nou
kvalitu a nebyly pfi odebirani kontaminovany fluidy, jako je v pfipadé¢ moiskych sedimenti

moiska voda [Fry et al., 2008].

Jedna z dalSich metod vyzkumu vyuziva fakt, ze bakterie upfednostiuji leh¢i izotopy
pred téz8imi - prostfednictvim studia frakcionace stabilnich izotopu tak lze urcit diversitu a

aktivitu mikroorganismi v nejriznéjsich prostredich [Pedersen, 1993].

1.3.1. Techniky identifikace bakterii zaloZené na analyze nukleovych
kyselin

Ludwig [2007] ve své praci shromazdil a popsal bézn€¢ uzivané metody pro

identifikaci a rozliseni uzivané pro bakterie. Tyto metody roziazuje do dvou hlavnich skupin:

1) neptimé postupy, které poskytuji informace potiebné k rozliseni bez presné znalosti

ptisluSné primarni struktury oblasti

2) ptimé pfistupy urcujici nebo zaméfujici se na sekvenci useku (Sequence stretches)

Mezi nepiimé metody napiiklad uvadi:
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a) Obsah G + C v genomu

Jeden z prvnich postupti v dané problematice. Slozeni G + C pfislusné DNA slouzi jako
vhodny parametr pro minimalni popis taxonomickych jednotek, protoze rozdilny obsah G + C

indikuje rozdilné organismy [Ludwig, 2007].

b) Kvantitativni hybridizace nukleovych kyselin

DNA reasocia¢ni metody umoziuji zhruba odhadovat genomovou podobnost dvojice znaki
nebo blizce piibuznych druhtt — vyuziva se zde kvantifikace mnozstvi reasociaci

komplementarnich tisekd ¢i oblasti jednovlaknové DNA rizného pavodu [Ludwig, 2007].

c) Polymorfismus délky restrikénich fragmentti (RFLP)

Metoda, kterd vyuziva zpracovani Cisté genomové DNA s vyuzitim vhodnych restrikénich
endonukledz. Vzniklé fragmenty jsou posléze vyuzivany k rozliSeni i blizce ptibuznych druhit

Ludwig, 2007].

d) Polymorfismus ndhodné amplifikované DNA

Metoda patiici mezi PCR (Polymerase Chain Reaction) techniky — pomoci PCR amplifikace
usektt DNA (s vyuzitim ndhodné zvolenych PCR primerti) umoZziuje zjistit polymorfismus

v DNA [Ludwig, 2007].

Mezi pifimé metody, které poskytuji mnohem vice informaci Ludwig [2007], potom zatazuje

napfiklad:

a) Zachované markery:
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- IRNA — vefejné databaze nabizeji vice jak 300 000 tplnych a ¢asteénych sekvenci [Ludwig,

2007]

b) Molekularni hybridizace in situ (FISH)

Pii této metod¢ je vyuzivana schopnost malého useku DNA navazat se na komplementarni
usek DNA. Tato takzvana sonda je oznacena fluorescen¢nim barvivem, misto, kde se sonda

navazala, je mozné zjistit fluorescenénim mikroskopem [Ludwig, 2007].

¢) RING- FISH - Recognition of Individual Genes by FISH

Metoda vyuzivana pro vizualizaci ptitomnosti chromozomalnich gend [Ludwig, 2007].

1.3.2. Kvantifikace mikrobialni aktivity

Metabolické a enzymatické analyzy patfi mezi typické zpiisoby kvantifikace
mikrobidlni aktivity. Metabolismus je moZzné sledovat pomoci zmén v koncentracich substrati
a/ nebo produkti v pribéhu casu ¢i diky konverzi oznaceného substratu [Adhikari a
Kallmeyer, 2010]. Pro rozliseni se velice hodi stabilni ¢i radioaktivni izotopy, ovSem znaceni
pomoci fluorescence je pii vyuziti v sedimentech limitovdno rusenim fluorescenéniho signalu

sedimentarnimi ¢asticemi [Adhikari a Kallmeyer, 2010].

Jako Vv soucasnosti nejpiesnéjsi a nejcitlivéjsi techniku uvadi Adhikari a Kallmeyer
[2010] experimenty s radioizotopy, ovSem ani tato technika nemusi byt dostate¢né citliva v

ptipadech, kdy je metabolicky obrat extrémné pomaly.
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13.2.1.  Metody uzivané ke kvantifikaci mikrobialni aktivity v podzemi

Redukce sulfatu

Diky tomu, ze mikroorganismy redukujici sulfat jsou v podzemnim prostfedi velmi
hojné¢ zastoupenou slozkou bioty, jsou metody uzivané ke kvantifikaci jejich metabolické

aktivity vhodnym ptikladem téchto metod.
Jorgensen [1978] popsal nékolik technik vhodnych pro sledovani redukce sulfatu:

1) Radioizotopovou techniku, pii které je diky malému mnozstvi roztoku
obsahujicimu oznaceny sulfat, jez je vpraven do sedimentu, mozné méfit in situ rychlosti

redukce sulfatu [Jergensen, 1978a]

2) Matematicky model, ktery charakterizuje vertikalni gradienty sulfatu jako funkci
difaze, bakterialni redukce a sedimentace a umoziiuje vypocitat rovnovazné rychlosti redukce

sulfatu [Jergensen, 1978b]

3) Odhady zalozené na chemickych a bakteriologickych datech z mista méfeni jako

jsou poéty bakterii redukujicich sulfat, chemické gradienty apod. [Jergensen, 1978c]

Jorgensen et al. [2001] srovnavali prvni dvé techniky detekce rychlosti sulfatové
redukce v sedimentech Cerného mote — vyuzivali jednak experimentélni metodu s $504% a
potom dva matematické modely difuznich reakci. Zatimco v povrchovych vrstvach sedimentu
dochazelo diky reoxidaci Kk ovlivnéni koncentrace a distribuce sulfatu, coz se u
matematickych modelt projevilo podhodnocenim skute¢nych rychlosti redukce, v hlubsich
vrstvach, kde distribuci sulfatu ovliviiuje pouze difuze, modelovana data zfejmé poskytla

realisticky odhad rychlosti redukce sulfatu [Jorgensen et al., 2001].
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Pravé z tohoto divodu povazuji Adhikari a Kallmeyer [2010] — v terestrickém
prostiedi, kde se vyskytuje laterarni tok fluid zvodnémi - za obzvlasté dilezitou dobrou
znalost hydrologickych vlastnosti studované oblasti, protoZze bez ni nemohou matematické

modely poskytnout smysluplné vysledky.
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1.4. Cyprisova formace Sokolovské hnédouhelné panve

Geologické prostiedi Sokolovské a Chebské panve je dédictvim obdobi miocénu, pro
které je typicky postupny pokles dynamiky tektonickych a vulkanickych procest. Pievazné
drobnozrnny materidl terestrického pivodu Vvté dobé zacal sedimentovat v trvalych
sladkovodnich jezerech a sedimentace pokrac¢ovala i v obCasnych brakickych meromiktickych
jezerech [Rojik, 2004]. K sedimentaci pfispivalo i klima, které se vyznacovalo vysSimi

teplotami a sklony k aridizaci.

Nazev cyprisové souvrstvi pochazi od ostrakoda Cypris angusta [Internet 1].
Kropacek a Malkovsky [1993] urcili na zakladé magnetostratigrafie stafi této jednotky na asi
22,8-21,3 Ma.

Urcujici sedimenty Cyprisové formace jsou vrstvené jilovce s nezbytnou pfitomnosti
kaolinitu, illitu a mineralti smektitové skupiny, ve kterych navic nalezneme konstantni pfimées
dispergovanych primarnich uhli¢itani a organickou hmotu pochazejici z tas a pylu; tloustka
cyprisli potom dosahuje 182 metrti V centralni Casti panve, nalezneme ovSem i oblasti mocné

133 metrti [Rojik, 2004].

Podle Kiibka et al. [1998] se svrchni ¢ast sokolovské hnédouhelné panve sestava
hlavné z hnédych lakustrinnich jild a jilovcd obohacenych organickou hmotou (2-18% TOC),
hlubsi ¢ast stratigrafického profilu potom tvofi hlavné kaolinit-illitové jily a jilovce; obsah

montmorillonitu roste ve svrchni oblasti.

Slab¢ karbonatické bitumenni jilovce, ze kterych je takika celé cyprisové souvrstvi
tvofeno, obsahuji stiidajici se svétlejsi a tmavsi vrstvy 0 primérné tloust’ce kolem 0,2 mm
[Internet 1]. Zminéné vrstvy s nejvétsi pravdépodobnosti vznikly nasledkem stiidani sussich a

vlhéich obdobi roku.
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Ptimés uhli¢itant dosahuje hodnot 5 — 22 %; jedna se pievazné o siderit, mén¢ Casto 0

kalcit, dolomit a ankerit [Internet 1].

Mocaly, déavajici pozdéji vzniknout uhelnym slojim, se V priabéhu geologického
vyvoje ménily na jezera a tyto zmény regionalniho rozsahu mély za nasledek, Ze hranice mezi
Cyprisovou formaci a sousedni Sokolovskou formaci je velmi ostré, lokalné oscilujici, téméf

izochronni [Rojik, 2004].

Zavodnovani mocalu této oblasti mé¢la zfejme na svédomi dlouhodobé subsidence. Ta
byla pravdépodobné vyvolana kombinaci tektonickych a kompakénich procestt a procest
spojenych se vznikem uhli. Cyprisova formace je nejmladsi tercialni formaci Sokolovské

hnédouhelné panve [Rojik, 2004].

Jak bylo uvedeno vyse, sedimenty cyprisového souvrstvi jsou jezerniho ptuvodu. Podle
Internet 1 se na uzemi Sokolovské panve se ziejmé vyskytovala dvé jezera. To rozsahlejsi
z nich bychom nalezli v centralni a zapadni Casti panve a dle vyskytu piibfezni facie
S pfitomnosti jemnozrnnych piskovct 1ze odhadovat, ze mélo piiblizné stejné rozmery, jako
dnesni panevni deprese [hnedo,2001]. Mensi z jezer potom vzniklo v otovické ¢asti panve,

pficemz od centralni ¢asti jej oddé€loval hornbersky hibet [Internet 1]. Vizte obrazek 2.
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Obr.2: Paleogeograficka skica cyprisového souvrstvi. P. Rojik [Internet 1]. 1 — roz§iteni terciérnich
depozit pted zahajenim tézby, 2 — pfedpokladany piivodni rozsah litostratigrafi cké jednotky, 3 — rozsifeni
litostratigrafi cké jednotky pied zahajenim tézby, 4 — rozsifeni pisCitych sedimentd pied zahajenim tézby,
5 — rozsiteni sloje Anezka pted zahdjenim tézby, 6 — synsedimentarné aktivni vulkanicka centra,

7 — piedpokladané hlavni ptinosové, resp. odtokové sméry 8 — osy sedimentace, 9 — zlomy.

Jezera se vyskytovala v rezimu, ktery lze charakterizovat jako stiidani obdobi, kdy
byla voda sladka s témi, kdy prevazila zvySena salinita. Zdroj Internet 1 udava, Ze nartst
salinity mohl byt umocnén koncentracemi latek a jejich usazenim u dna jezer i hydrotermy

tamtéZ, kterd byla vyvolana reakcemi spojenymi s tvorbou uhli ve sloji Antonin.

Stala jezera byla zhruba po 0,4 milionech let vystfidana jezery obcasnymi, které
vykazovaly diky nedostatecnému promiseni t€zSi a slan¢jSi vody u dna meromiktni rezim

S permanentnim rozvrstvenim vody [Internet 1].
V suchych obdobich potom jezera podléhala intenzivnimu vysychani.
Co se tyce vztahu Cyprisové formace se sousedni Chebskou panvi, v Sokolovské

panvi lze pro jeho stanoveni vyuzit pouze mistni biostratigrafickou korelaci na zakladé
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nahromadéni ryb, protoze se zde vyvinuly pouze dvé rybi biozény: zona | B Palaetonica

egeriana a Leuciscus sokoloviensis [Rojik, 2004].

1.4.1. Organicka hmota

Mnozstvi organického uhlikii v pfitomnych sedimentech kolisd v priméru od 1 do
18% TOC, ptiCemz obecné lze fici, Ze hodnoty TOC v horni ¢asti sokolovské formace rostou
ode dna panve smérem ke svrchni ¢asti — spodni sedimenty obsahuji primémé 3% TOC, ty
svrchni potom 4,8 % TOC [Kiibek et al., 1998]. OvSem ve stratigrafickém profilu miizeme
najit 1 vrstvy o tloust'ce vyssi nez 1 metr, kde obsah TOC nabyvéa hodnot od 10 aZ k 18 %j;
tyto na organickou hmotu tak bohaté horniny jsou prevazné plosné laminované [K¥ibek et al.,

1998].

S obsahem TOC v sedimentech pii zminované studii souvisel i typ pfitomné organické
hmoty. Analyza odhalila, zZe zatimco vrstvy bohaté na organickou slozku obsahovaly algalni
kerogen, vrstvy s nizkym zastoupenim organické hmoty disponovaly smiSenym kerogenem

[Kiibek et al., 1998].

Frouz et al. [2011] ve své praci uvadi nasledujici sloZeni organické hmoty miocennich
jilovel cyprisové formace ze tficetimetrové hloubky urcené na zadkladé BC NMR

spektroskopie:
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Obr. 3: Charakteristika *C NMR spektra organické hmoty lakustrinnich jilovci [Frouz et al., 2011]

1.4.2. Pritomna mikroflora

Studiem zivotaschopné mikroflory Sokolovské hnédouhelné panve se zabyvali
Elhottova at al. [2006], ktefi zkoumali pivodni biotu cyprisové formace vyzdvizené z
hloubky 200 metri pod povrchem. Studovany byly nedotéené vzorky sedimentl, pfi¢emz
bylo dbano na to, aby nedoslo ke kontaminaci neptivodni mikroflorou.

Pomoci analyzy fosfolipidi mastnych kyselin (PLFA) mohli charakterizovat a
kvantifikovat zivotaschopné organismy pfitomnych spolecenstev, celkové profily mastnych
kyselin (TLFA) zas byly pouZity pro obecné hodnoceni Zivotaschopné, uloZzené a odumielé
biomasy v sedimentech [Elhottova at al., 2006].

Analyza PLFA ukdzala relativné velké mnozstvi zivotaschopné bioty ve zkoumanych
lakustrinnich sedimentech; celkové mnozstvi zjisténych PLFA potom ptedstavovalo ptiblizné
6 % z celkového mnozstvi TLFA, coZ znamend, ze ptevazna ¢ast TLFA zahrnuje odumielou a
ulozenou biomasu [Elhottova at al., 2006]. Podle Chronakové et al. [2004] by pravé tato

odumfeld organika mohla slouzit jako snadno dostupny substrat pro heterotrofni bakterie a
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vysvétlit relativné znacny heterotrofni rast bakterii osidlujicich cerstvy materidl na
vysypkach.

K identifikaci heterotrofnich bakterii poslouzilo Elhottové at al. [2006] srovnani jejich
profild bunéénych mastnych kyselin s Sherlock Aerobic bacterial and Actinomycetal databazi
(TSBASO0, Actino) a klasifikace mikrofungi potom probehla na zédkladé mikromorfologickych
charakteristik kolonii rostoucich na izola¢nim mediu [Elhottova at al., 2006].

Z Sestnacti izolatd bakterii ziskanych z lakustrinnich sedimentli sokolovské
hnédouhelné panve, které se podatilo kultivovat, bylo ¢trnact oznaceno jako grampozitivni a
pouze zbylé dva patfily mezi gramnegativni [Elhottova at al., 2006]. Co se tyCe piesné
klasifikace, byli nalezeni zastupci roda Nocardiopsis, Arthrobacter, Micrococcus, Kocuria,
Rothia, Clavibacter, Bacillus, Paenibacillus, Brevibacillus, Microbacterium, Acinetobacter
and Pseudomonas [Elhottova at al., 2006].

Ze studované oblasti izolované podpovrchové saprotrofni mikrofungi oznacené jako
Penicillium subg. Furcatum, Penicillium subg. Biverticillium, Verticillium spp.,
Cladosporium spp., Aspergillus spp., pfedstavuji obvyklé a Cetné rozsifené pudni zastupce,
coz naznacuje, Ze tyto rody ptetrvaly v sedimentech sokolovské panve, které pravdépodobné
slouzi jako bohaty a vhodny zdsobnik mikroorganismi, dlouhd obdobi [Elhottova at al.,

2006].

Pii vyzkumu bylo objeveno i mnoho znamek pfitomnosti fungi, bakterii a
aktinomycet, ale polynenasycené mastné kyseliny znacici pfitomnost protozoi a hlavné tas

chybély [Elhottova at al., 2006].
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2. Metodika

2.1. Material

2.1.1. Studovana oblast

Materidl pro méfeni plidni respirace pochdzel z miocénnich jilovych sedimentd

cyprisového souvrstvi Sokolovské panve.

Cyprisova formace se zde vyvinula v dobé€ pfed 16 a 21 miliony lety, kdy se v dané

oblasti vyskytovala velké jezera, v nichZ jily sedimentovaly [Sourkova et al., 2005].

Primérnd nadmotskd vyska uzemi je 500-700 m.n.m.; primérné rocni srdzky jsou
650 mm a primérna ro¢ni teplota je 6,8 °C. Vysypky tvoii hlavné cyprisové jily, které byly
Vv povrchovych lomech odtézeny jako nadlozi uhelnych sloji [Sourkova et al., 2005].
Odtézeny substrat obsahuje neznama mnozstvi fosilniho C [Sourkova et al., 2005], ma pH 7-9
a jako prevazujici mineraly se vyskytuji kaolinit, illit, vdpenec a kiemen [Baldrian et al.,

2008].

2.1.2. Vzorky

Vzorky pro experiment byly odebrany ze dvou riiznych hloubek — 30 a 150 metrii a ze
tii rozdilnych typl sedimenti: lamelarniho, amorfniho a pfechodného (v obou hloubkach).
Béhem pokusu byla métfena jednak pudni respirace vzorkd z téchto rtiznych hloubek a

sedimentarnich typt bez jakéhokoli zasahu a potom také respirace po ovlivnéni ¢asti vzorki
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transitniho sedimentu pifiddnim glukoézy, vlhéenim, mrazenim, pifipadné¢ kombinaci dvou

Z téchto faktoru.

Jako zdroj materialu z udanych hloubek byl vyuzit uhelny lom Druzba, ktery umoznil
ziskat jil z dostate¢né hluboké vrstvy. Pomoci tézebni techniky byly uvolnény bloky pidy,
nasledné ru¢né naporcovany na kusy dostatecné velké na to, aby bylo zajisténo, ze v jejich
jé&dru ztistane nekontaminovany material (cca 50 kg), umistény do sterilnich polyethylenovych

pytlu a dopraveny do laboratoie.

Nasledovalo oSetteni UV zafenim ve flowboxu, ktery zajiSt'uje sterilni prostfedi a jako
druhy stupen ochrany pted kontaminaci bylo pouZito oSetfeni plamenem. Ve flowboxu byla
po odstranéni svrchni vrstvy zrozmérného bloku jilu vypreparovdna pozadovand graméz

pudy (cca 10 g) a umisténa do vzduchotésnych lahvic¢ek se Sroubovacim vickem.

Nekteré vzorky byly nasledné oSetfeny jiz vySe zminénym zplisobem (vlhceni,
pridavek glukézy, zmrazeni ¢i kombinace dvou z téchto faktori) a nasledovala dvoutydenni

inkubace pti 20°C.

2.1.2.1. Osetreni vzorki

Osetfeni vybranych vzorkili ptfechodného sedimentu z obou hloubek probéhlo na

zacatku dvoutydenniho meéfeni respirace nésledujicim zptisobem:

1) Pro zjisténi uc¢inku vlhceni bylo k vybranym vzorkiim pifidano 5 ml vody

2) Pro zjisténi ucinku vstupu snadno dostupnych organickych sloucenin bylo

k vybranym vzorkdm ptidano 5 ml 2 % roztoku glukozy
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3) Pro zjisténi G¢inku mrazu byly vzorky po dobu 24 hodin ponechény pfi teploté -

18°C a poté 24 hodin rozmrzaly ve 20°C

4) Pro zjisténi ucinku mrazu v kombinaci s vlhéenim bylo k vzorkim po vystaveni

mrazu a rozmrznuti za vySe uvedenych podminek ptfidano 5 ml vody

5) Pro zjisténi G¢inku mrazu v kombinaci se vstupem snadno dostupnych zivin bylo k
vzorkiim po vystaveni mrazu a rozmrznuti za vySe uvedenych podminek ptidano 5 ml 2 %

roztoku glukézy

2.2. Usporadani pokusu

Na povrch pudy v kazdé lahvic¢ce jsem umistila plastovy kaliSek s 2 ml 0,5 M NaOH a
lahvicky byly poté vzduchotésné uzavieny. NaOH byl exponovéan i1 ve tfech prazdnych
lahvickach bez pidy pro korekci CO; lapeného pii manipulaci a ze vzduchu uzaviené¢ho

v lahvicce.

2.3. Analyzy

2.3.1.  Stanoveni bazalni respirace pudy

Pro zjisténi, kolik oxidu uhli¢itého se uvolnilo z pidy, jsem pouzila titraéni metodu

dle Bornemanna [1920] v modifikaci Schinner et al. [1996]. Ta funguje na principu reakce
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oxidu uhli¢itého s hydroxidem sodnym, pfi€emz NaOH je pouzit v nadbytku a néslednou

titraci zjistime, jaké mnozstvi z aplikovaného hydroxidu se reakce nezucastnilo.

Titraci hydroxidu jsem provadéla ve Cctyfech opakovanich ve ctrnactidennich
intervalech 0,05M kyselinou chlorovodikovou. Do kadinky jsem vylila obsah kalisku a
dikladné ho vypléachla destilovanou vodou, poté nasledovalo pfidani 1 ml 12,5 % roztoku
chloridu barnatého a nékolika kapek fenolftaleinu. Titrace jsem provadéla do doby, nez se

fialové barva zménila pfes rtizovou na prithlednou.

Protoze ptfesnd koncentrace kyseliny chlorovodikové, ktera se k titraci pouziva, neni

znama, je nutné ji zjistit titraci. Ke stanoveni se pouziva tetraboritan sodny:

Na,B40; + 2 HCI + 5 H,0 - 2 NaCl + 4 H3BO,,

Ke 4.25 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové jsem ptidala 0,2 g teraboritanu
sodného a doplnila vodou na objem 20 ml. K obarveni jsem pouzila metyloranz a titraci

provadéla do oranzové barvy.

Veskera manipulace se vzorky probihala za pfisné sterilnich podminek ve flowboxu a
stejné tak veSkeré pouZivané nastroje a chemikalie byly pfedem peclivé sterilizovany. Tato
opatfeni byla pouzita s cilem zamezit kontaminaci vzorkd ze studované oblasti nepiivodni

mikrobiotou.

Vypocet:

R= (A-B)*Cnci*6005/ (navazka* susina*doba inkubace) [ug C-CO2 / g pudy * hod. ]
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Ao spotieba HCI na titraci kontroly v ml

B spotteba HCI na titraci vzorku v ml
CHCl e ennnnnenn presna koncentrace roztoku HCI v mol. It
6005......... prepoctovy koeficient

2.3.2. Zpracovani dat

K porovnani naméfenych hodnot mikrobidlni respirace vzorkii odebranych z riiznych
hloubek a zriznych typt sedimenti byla vyuzita dvoucestna ANOVA, tam, kde byly
vyznamné interakce mezi hloubkou a dal§imi faktory, byla vyuzita ANOVA jednocestna. Ke

statistické analyze poslouzil program Statistica 6.0.
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3. Vysledky

Graf 1. zobrazuje mikrobidlni respiraci lamelarniho, amorfniho a ptechodného typu

sedimentu odebraného z hloubek 30 a 150 metru.

Zatimco rozdily v respiraci mezi vzorky z ruznych hloubek se neukéazaly jako vyrazné,
totéz nelze fict o rozdilech mezi riznymi typy sedimentd, které byly signifikantni.
Nejvyraznéjsi respirace se projevila u lamelarniho typu sedimentu a to u vzorkl z 30metrové

cvwr

hloubky, kde byla respirace vyssi nez u prechodného jilu z mél¢i oblasti.
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Graf 1: Mikrobialni respirace lamelarniho, amorfniho a pfechodného typu sedimentu odebraného

Z hloubek 30 a 150 metra
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Jak mizeme pozorovat na grafu 2, ktery ukazuje mikrobidlni respiraci ptechodného
typu sedimentu po oSetfeni (vlh¢eni, piidavek glukdzy, zmrazeni ¢i kombinace dvou z téchto

faktortr), celkové nebyl rozdil v respiraci ptid z rozdilnych hloubek nijak vyrazny.

U pud bez jakéhokoliv oSetfeni byly vyraznéjsi hodnoty respirace pozorovany u
vzorkll pochazejicich z hlubsi ¢asti lomu. U materidlu z tficetimetrové hloubky byly hodnoty
velmi nizké, o vice jak polovinu niz$i nez u vzorkl ze stejné hloubky, které byly po odbéru

n¢jakym zasahem upraveny.

Vlh¢eni mélo nepatrné vyssi vliv na mikrobidlni respiraci u vzorkl z tficetimetrové
hloubky, hodnoty respirace pudy ziskané z hlubsi oblasti zhruba odpovidaly (nebo byly

dokonce nizsi) hodnotam naméfenym v pudé, kterd nebyla nijak oSetfena.

Po pridavku glukozy nastala odezva u vzorkd zobou studovanych hloubek,
mikrobidlni spoleenstva tedy reagovala na vstup snadno dostupného zdroje uhliku.
Vyrazngjsi efekt miizeme v tomto piipadé pozorovat u materialu pochazejiciho z oblasti 150

metrQi pod povrchem.

Také ovlivnéni mrazenim vyvolalo efekt - plida z obou hloubkovych zdrojii reagovala
zvySenim respirace, o néco vysS$i hodnoty miizeme pozorovat u materidlu pochazejiciho

Z hlubsiho prosttedi.

Kombinace dvou riiznych vlivli - vlhéeni a mrazeni - méla vétsi efekt v pripadé
vzorkl z tficetimetrové hloubky, kde §lo dokonce o nejvétsi naméfené hodnoty mikrobialni
respirace z této zdrojové oblasti. U pudy ze stopadesatimetrové hloubky mél tento zasah efekt

pomérné vyrazn€ mensi.
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Posledni zasah do pidy, ktery spocival v mrazeni ziskané¢ho materidlu a pfidani
glukoézy vyvolal reakci u pidy z nejvétsi hloubky (tj. 150 metrit), piida z hloubky blizsi

povrchu reagovala zvySenim respirace oproti vzorku bez jakéhokoli ovlivnéni také vyznamné.

Vse vySe uvedené zaznamenava graf 2.
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Graf 2: Mikrobialni respirace prechodného typu sedimentu po oSetieni (vlhéeni, ptidavek glukdzy, zmrazeni i
kombinace dvou z téchto faktort)
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4. Diskuze

Dle o¢ekavani se v odebranych vzorcich miocennich lakustrinnich sedimentii béhem
experimentu projevila existence ptivodni hlubinné mikrobioty. Tato pfitomnost nedotéenych
zivotaschopnych mikrobidlnich spole¢nosti odkrytych v oblasti Sokolovské hnédouhelné
panve béhem tézby v povrchovych lomech a nahromadénych na vysypkach byla potvrzena uz

Elhottovou at al. [ 2006].

Naméfené hodnoty respirace u vzorkd, které nebyly nijak obohaceny ani
nepodstoupily mrazeni, jsou srovnatelné s hodnotami, které ve stejné oblasti nameéftili Frouz a
Novakova [2005] pfi vyzkumu vytéZeného materialu ulozeného na vysypkach lomu. Jelikoz
Vv jejich vyzkumu byly vzorky odebrany z hlusiny na vysypky teprve nedavno umisténé (stari
0 - pét let), miizeme se domnivat, Ze 1 na této mikrobidlni respiraci se podilela svou aktivitou

pievazné biota hlubokého podlozi, ktera se na povrch dostala diky tézbe¢.

Respirace naméfena vtomto experimentu je taktéZ srovnatelna s hodnotami
naméfenymi ve svrchnich vrstvach pltidy (mineralni horizont) vysypek zaznamenanymi ve
studii Helingerové et al. [2010], ktera probihala na odkladistich hlusiny Sokolovské

hnédouhlené panve, tedy ve stejné oblasti.

Podle Elhottové at al. [2006] miiZze vysoky obsah a bohat4 $kala mastnych kyselin v
nezivé mikrobidlni biomase slouZit jako snadno dostupny zdroj uhliku pro pionyrska

heterotrofni spolecenstva, ktera kolonizuji vytéZenou hlusinu.

Reakce aktivity mikroorganismli na oSetfeni studovanych vzorki napovidaji, ze
¢innost podzemnich mikroorganismi miize byt limitovana dostupnosti Zivin. Napiiklad

organické hmoty je sice v jezernich sedimentech tradi¢né relativni dostatek [Kieft et al, 1995],
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ale jde zfejm¢ o organiku vazanou do komplexnich slou€enin, tedy pro organismy tézce

dostupnou Frouz et al. [2011].

Proto ovlivnéni vzorkti pfidanim snadno dostupné energie — glukézy —
vyvolalo nartst mikrobidlni aktivity. Jak jiz bylo zminéno, pfitomna organika, kterd ma
komplexnéjsi charakter, neni pro mikrobiotu nijak snadno rozlozitelnym zdrojem a proto
ziejmé nastala zvysena respirace po vstupu dostupnéjsiho materialu. Takovy efekt pozorovali
pii svych experimentech i Fredricson et al. [1995], V jejich vyzkumu doslo po obohaceni

substratu zivinami ke zvySené metabolické aktivité ptitomnych organismii.

Vlh¢eni materialu vyvolalo u métenych vzorkli odezvu, kterd mize byt zptsobena tim,
ze voda slouzi jako médium, které k organismim dopravi rozpusténé Zziviny z okolniho
prostfedi. Mikrobiota je tak schopna vyuzit dostupnou energii. Tato domnénka se shoduje i
s praci White et al. [1998], ktefi ve své praci uvadi zvySeni metabolické aktivity po piidani

vody ke vzorkim.

Jelikoz béhem pudniho vyvoje dostupnost ptfitomného organického materidlu klesa,
muZe mrazeni substrdtu mikroorganismiim oteviit cestu k dosud nevyuZitelnym zasobam
energie. Fyzikalni ptekazky, které brani aktivité mikroorganismt, ve svych pracich udavaji i

White et al. [1998].

Kombinace mrazeni a vody a mrazeni a glukdzy potom spojuje vySe uvedené efekty a

pri¢iny naristu metabolické aktivity hlubinnych mikroorganismd.

47



5. Zaveér

Co se tyCe mikrobidlnich spolecenstev hlubinnych vrstev, tak jejich vyznam
V inicidlnich stadiich rozvoje vysypek je zjevny. At uz jako neziva biomasa slouZzici
heterogennim kolonizatorim ¢i pfitomnym zijicim organismim jako zdroj energie nebo jako
respirujici biota zahajujici sukcesi vysypek, maji pivodni spole¢enstva neopomenutelnou

funkci.

To, Ze ani po ptidavku glukézy, nejsou hodnoty mikrobialni respirace nijak vyrazné,
naznacuje, ze se spoleCenstvi téchto mikroorganismi sklada spiSe z pomalu rostoucich K-
stratégli specializovanych na komplexné&jsi organickou hmotu. Ta tvoii zaklad kerogenu,
dominantni formy fosilni organické hmoty jilovcti cyprisového souvrstvi a je jinak obtizné
mikrobialné degradovatelna. Z toho plyne, ze hlubinna mikroflora muze hrat vyznamnou roli

pfi zvétravani téchto hornin.

Zatimco stafi sedimentu — tedy jeho hloubka — se neukazalo jako vyznamna proménna
co se mikrobialni aktivity tyce, typ sedimentu uz vyznamné;jsi roli hral. Lamelarni sediment,
tedy typ sedimentu vznikajici pravdépodobné za silné€ anoxickych podminek, vykazal nejvyssi

hodnoty mikrobiélni aktivity.

Vysypky jsou stanovisté, ktera jsou zpocatku nekryta vegetaci, vystavena mrazu a
dalSim povétrnostnim vliviim a vyznacuji se i1 nedostateCnym vstupem cerstvé organické
hmoty. Proto je dulezité znat chovani pivodné hlubinnych mikroorganismu, které jsou zde
pfitomny od chvile uloZeni vytéZeného materialu, za podminek, kterym budou s postupujicim
casem zdkonité vystaveni. Proto byly hodnoceny ucinky mrazu, vlhkosti a vstupu snadno

dostupnych sloucenin (pfipadné kombinaci téchto faktorti) na studovany material. Ovlivnéni
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materidlu pfineslo odezvu a proto lze tvrdit, ze fyzikalni a chemické faktory pisobici na
vytézeny material dokazi stimulovat mikrobidlni aktivitu pfitomnych spoleCenstev.

Ve vsech pfipadech jde ziejmé o zptistupnéni ¢i dodani zivin pfitomné biot¢.
Mrazenim se pravdépodobné zvySuje dostupnost organiky vazané v agregatech, voda

umoznuje distribuci zivin i z dfive nedostupnych oblasti a glukéza je potom snadno dostupny

zdroj energie.
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