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1 Abstrakt

Studie se tykd studia sanaéni metody in-situ chemické oxidace (ISCO) a mozZnosti jeji
kombinace biologickym stupném docisténi. Princip metody ISCO spociva v aplikaci oxida¢niho
¢inidla do kontaminované zoény a v nasledné destrukci kontaminantii. Pro biotu neptiznivé podminky,
zptisobené ISCO obnasi zejména zménu pH a oxida¢niho potencialu. ISCO naopak podporuje
mikrobialni déje na kontaminované lokalit¢ sniZenim koncentrace toxickych latek, zvySenim
biologické dostupnosti substratl, produkci biologicky dostupnych a degradovatelnych latek a produkci
kysliku pro aerobni biologickou transformaci kontaminantd. V rémci studie byly provedeny
experimenty pro ovéteni vlivu riznych koncentraci manganistanu draselného na mikrofloru, bézné se
vyskytujici v pidnim vzorku. Dale byly testovany moZnosti reinokulace zeminy, kterd byla
kontaktovéna s oxida¢nim ¢inidlem s cilem popsat moZnosti reinokulace zeminy v ramci realného
v heterogennim systému po sterilizaci vodné faze manganistanem draselnym je patrny prudky nartst
kultivovatelnych mikroorganismi ve vSech vzorcich oSetfenych manganistanem. Tento narlst je
nejintenzivngj$i u vzorku, ktery byl oSetfen nejkoncentrovangj§im roztokem manganistanu.
Detekované mikroorganismy jsou ziejm¢ po odeznéni nejintenzivnéj$iho oxida¢niho vlivu uvolnény
Z horninového prostfedi do vodné faze. Nejintenzivnéjsi nartst biomasy ve vzorku s ptivodné nejveétsi
koncentraci manganistanu je mozné vysvétlit obohacenim vodného prostfedi o produkty Stépeni
huminovych latek, pfipadné o dalsi produkty probehlych redoxnich procest, které evidentné
neinhibuji rust a naopak mohou kladn¢ podporovat rist a reprodukci mikroorganismi, popiipadé i
figurovat jako primarni substrét.

Abstract:

The study deals with the study of in-situ chemical oxidation (ISCO) as a remediation
technology method and possibility of coupling ISCO with biological cleanup. Principle of ISCO is the
application of oxidizing agent into the contaminated zone and the subsequent destruction of the
contaminants by oxidation processes. Adverse conditions for soil biota caused by ISCO, involves
particularly a change of pH and oxidation potential. On the contrary, ISCO enhances microbial
processes on contaminated site by reducing concentration of toxic substances, by increasing
bioavailability of substrate, by production of bio-available and bio-degradable substances, by
production of oxygen for aerobic biological transformation of contaminants. Experiments verified the
effect of different concentrations of potassium permanganate on microflora commonly occurring in
soil sample. Further reinoculation experiments of soil which was contacted with an oxidizing agent
were designed and conducted, aimed to describe the possibility of soil reinoculation within the real
decontamination intervention. The most important finding of this work is following: Heterogeneous
system in the time slot following the sterilization the aqueous phase with potassium permanganate is a
noticeable surge of culturable microorganisms in all the samples treated with permanganate. This
surge is the most intensive in the sample which was treated with the most concentrated permanganate
solution. Detected microorganisms are apparently released from the soil environment into the aqueous
phase after the decrease of the most intensive oxidative stress. The most intensive increase in biomass
in the sample with the highest original concentration of permanganate can be explained by enrichment
of the aqueous environment by the fission products of humic substances, and possibly by other
products of passed redox processes, which evidently do not inhibit the growth. Contrawise this
products can support the growth and reproduction of microorganisms, eventually act as a primary
substrate.
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2 Uvod, vychozi skute¢nosti

Sanace kontaminovanych lokalit je dnes bézn¢ provadéna konvencnimi technologiemi, které
nevyuzivaji zadné biologické preparaty. K témto technologiim patfi hydraulické metody, venting,
podzemni tésnici stény, sanacni stény, termické metody, pracky zemin a v neposledni fadé€ i in-situ
chemicka oxidace - ISCO

ISCO je jednou z perspektivnich metod sanace kontaminovanych matric, kdy piisobenim
oxida¢niho ¢inidla jsou kontaminanty degradovany na formu pro konkrétni biosystém neskodnou. V
soucasné dob¢ ale pribyva zajmu o sanacni techniky zaloZené na biologickych procesech. Lakava je
detoxikace a mineralizace polutantu na biomasu, CO, a vodu pouzitim bioremediacnich technologii,
pfi nichZ jsou degrada¢ni procesy vedouci k destrukci organickych molekul uskute¢tiovany bakteriemi
a jinymi mikroorganismy ¢i vys$§imi organismy. V posledni dob¢ byla nékolika studiemi prokazana
kombinovatelnost metody ISCO s bioremediaci, sprdvna realizace propojeni ISCO s bioremediaci
mize poskytnout u¢innéjsi, rychlejsi, cenové vyhodnéjsi oSetfeni lokality nez metoda ISCO a
bioremediace realizované samostatné.

2.1 Primé ucinky KMnO,4 na mikroorganismy

Prestoze ma manganistan silné desinfekéni ucinky, rekolonizace oxida¢né oSetiené lokality
puvodné pfitomnymi mikroorganismy nastava rychle (fadoveé v tydnech az mésicich). Navic témér
s zadnymi rozdily v diverzité¢ komunit pied a po oxidaci. Problémy muize zpusobit vznikajici MnO,
mize se totiz chovat jako alternativni donor elektronti. Tak mulZze inhibovat redukéni dechloraci
Vv nésledné bioremediaci zbytkovych kontaminantti po ISCO.[Dave] Negativni G¢inek manganistanu
na mikroorganismy na bunécné trovni spociva oxidaci komponent bunék. Manganistanovy iont je
schopen oxidovat pyrimidinové baze v buné¢né DNA. [Sahl]

2.2 VIiv ISCO na mikrobialni aktivitu

Ve vysledcich z laboratornich a provoznich studii nalezneme zna¢né rozdily. Zatimco je
v laboratornich testech prok&zana mikrobialni inhibice, v provoznich podminkach se ukazuje zdanlivé
maly dopad ISCO na mikrobidlni aktivitu. Laboratorni testy poskytuji vysledky jen v kratkém
Casovém méfitku, proto nereprezentuji slozité mechanismy a dlouhy ¢asovy horizont dopadu ISCO
v provoznich podminkach. Zde se uplatiiuje porozita heterogenniho média, ktera zpusobuje kratkou
cirkulaci zasakovaného oxidantu. Tato kratka doba cirkulace oxidantu a prachové castice zabranuji
kontaktu mezi oxidantem a mikroby, tim jim poskytuji ochranu a dovoluji pfeziti. [Harpovic]

Oxidant je zasakovan v misté nejvyssi koncentrace kontaminantu (zdrojové zony), zde je
v disledku pfimého kontaktu oxidantu s mikroorganismy a vysoce oxidacnich podminek inhibovéana
mikrobidlni aktivita. Populace mikroorganismu citlivych ke zméné oxida¢nich podminek poklesne,
zatimco jiné druhy, necitlivé ke zméné redoxniho potencialu, nejsou ovlivnény nebo dokonce reaguji
ptiznivé. Ve vétsich vzdalenostech od zdrojové zony, kde je dopad oxidantu minimalni dochazi
K ptirozené atenuaci, biologickému doc¢ist'ovani.

Cas potiebny k obnové pivodnich mikrobialnich populaci neni znam, ale po jeho uplynuti je
mikrobidlni aktivita a mira biodegradace zvysend, v nékterych piipadech dokonce i na Giroven vyssi
nez pred aplikaci ISCO. Tato zvySena bioaktivita mize byt vysvétlena zvySenou dostupnosti substratl
a metabolitl, snizenou koncentraci toxickych kontaminantli a problematickych sloucenin, oxidaci
NOM na jednoduché substraty, zmirnénou kompetici o nutriety a substrat s ostatni mikrobiotou,
odstranéni mikrobialnich predatort (protozoa), zvysenou teplotou, a zvysenim dostupnych koncovych
akceptoru elektront (TEA). [Allen] V Zadné z dosavadnich studii nebyl materidl po oxidaci plné
sterilizovan a mikrobialni aktivita nebyla permanentné inhibovana.



2.3 Vliv ISCO na prirozenou atenuaci

Procesem prirozené atenuace dochdzi k degradaci kontaminantli metabolickymi procesy,
probihajicimi v buiikach pfirozené se vyskytujicich mikroorganisma a rostlin.
Chemicka oxidace muze pozitivné i negativné ovliviiovat mikroorganismy, obecné ale zvySuje
biologickou dostupnost polutanti. [Jason]
Vysledky provoznich i laboratornich studii ukazuji, Ze pfestoze kratce po aplikaci ISCO mohou byt
mikroorganismy negativné ovlivnény, v del§im ¢asovém horizontu l1ze o¢ekavat obnovu mikrobialni
biomasy. Smés kontaminantti mize obsahovat latky, které nejsou oxidovatelné. K Uplné transformaci
kontaminantt v takovém pfipadé vyvstava potieba redukénich procest, zejména biologickymi
mechanismy. Lze ocekavat, Ze téméf ve vSech piipadech bude podporovana piirozena atenuace
nedilnou soucasti aplikace ISCO.
Metodou ISCO tedy nedochazi k uplné oxidaci veSkeré kontaminace, k plné remediaci je potieba
nasledného kroku biologického do¢ist'ovani. [Cassidy] V otevieném systému in situ je (dokonce po
lokalni sterilizaci chemickou oxidaci) vzdy pudni mikroflora zpétné obnovena, diky podzemni vodg,
pfinasejici pivodné ptitomné mikroorganismy. [Brown]

2.4 Optimalizace ISCO pro naslednou bioremediaci

Proces bioremediace spociva v akceleraci pfirozenych biodegradacnich procesi nebo
v obohaceni pudniho prosttedi o mikroorganismy, schopné destrukce kontaminantti. Podle
charakteristiky prostfedi muze post-oxida¢ni podporovana bioremediace probihat v anaerobnich nebo
aerobnich podminkach.

Spravna realizace propojeni ISCO s bioremediaci mtize poskytnout U€innéjsi, rychlejsi,
cenoveé vyhodngjsi oSetfeni lokality nez metoda ISCO a bioremediace realizované samostatné.
Nicméné¢ kombinace agresivni chemické oxidace s delikatni mikrobidlni aktivitou vyZaduje plné
porozuméni dopadti kazdého kroku na ptidni geochemii, biotu, chemismus pfemény kontaminantu. Pro
optimalizaci metody ISCO sprazené s bioremediaci je tieba se zaméfit na parametry urcujici uspéch.
[Sutton]

Namisto vybéru rezimu chemické oxidace na zakladé typu kontaminantu mtize byt chemické oSetieni
navrzeno tak, aby co nejméné nepfiznivé ovliviiovalo mikrobidlni populace. Tato strategie obecné
zvysuje celkovou efektivitu odstranéni kontaminace prostiedi.

Podminky zptisobené ISCO oxidaci mohou vyrazné ovlivnit efektivitu nasledné biodegradace
zbytkovych kontaminantd. Chemickd oxidace zplsobuje nepfiznivé podminky pro rust a funkci
mikroorganismii zejména zménou pH a oxida¢niho potencialu. ISCO produkuje Siroké spektrum
oxidovanych substrati. Aby byl mozny nésledny krok bioromediace, museji byt tyto latky biologicky
dostupné a biodegradabilni.

Sledovanim vlivu Fentonova ¢inidla na biodegradaci byla v jednom piipadé oxidaci
odstranéna biodegradabilni frakce PAHs a tim zabranéno dal§i bioremediaci. [Anuola] V jiném
ptipadé byla vSak oxidaci uvolnéna Skala lehce biodegradabilnich oxida¢nich produktt. [Liang]

Z mnoha studii byly vyvozeny zavéry, ze ISCO zvySuje celkovou remediaci

1) snizovanim koncentrace latek toxickych pro biotu. [Chapelle]

2) zvySenim biologické dostupnosti piivodniho substratu. [Kulik], [Miller]

3) produkci biologicky dostupnych a degradovatelnych latek. [Brown], [Lee], [Marley], [Nam]

4) produkei kysliku pro aerobni biologickou transformaci kontaminantti. [Cassidy]

Tyto vysledky naznacuji moznost zaméfeni se na optimalizaci ISCO spojenou s odstranénim méné
biologicky odbouratelnych slouéenin. [Jason]

2.5 Viliv typu oxidacniho Cinidla na naslednou bioremediaci

Obecné plati, ze ISCO poskytujici nejvySsi odstranéni kontaminace nejvice negativné
ovliviiuje mikroorganismy a tim i celkovou u¢innost remediace. [Jason]

Ve studii porovnavajici ISCO manganistanem a Fentonovym ¢inidlem na lokalité
kontaminované leteckym palivem se prokéazala nejvyssi mira dekontaminace manganistanem.
V celkovem porovnani efektivity byly ale vysledky opaéné. Pouzitim méné agresivniho oxidantu,
ktery mén¢é narusuje podminky, byly pozorovany minimalni nasledky na aktivité mikroorganismu, tim
byla zvysena celkova bilance odstranéni kontaminace. [Xie]



Ve studiich, porovnavajicich u¢innost ISCO a nasledné bioremediace pomoci 0zonu, Fentonova
Cinidla a disiranu na lokalité kontaminované 2,4-dinitrotoulenem se prokazalo, Ze oxidaci disiranem
dochazi nejrychleji k celkovému odstranéni kontaminace, ptestoze samotnou oxidaci ISCO je
kontaminant odstranén nejméné¢. [Cassidy]

Vysoké koncentrace siranu vyskytujici se v padnim prostfedi nasledné po aplikaci ISCO
disiranem sodnym, stimuluji sulfat-redukujici bakterie. Je vSak nutné vyvarovat se vzniku toxického
H,S nastolenim podminek podporujicich prosukci HS". [Cassidy, Hampton]

2.6 Vliv mnozstvi zasakovaného oxidantu

Vysledky studii vlivu mnoZstvi a koncentrace oxidantu podavaji podobné vysledky jako studie
vlivu typu oxidantu. Obdobné bylo prokazano, ze méné agresivni chemické odstraiovani polutantu
poskytuje vyssi celkovou remediaci. Tedy kratsi doba vystaveni oxida¢nimu Cinidlu, mensi davky a
niz8i koncentrace oxidantu. V ptipad¢ nejvétsi davky malo koncentrovaného roztoku manganistanu
v laboratornich experimentech s PCE kontaminovanymi vzorky pis¢ité zeminy byly obdrzeny
nejpriznivejsi vysledky. [Sahl]

Shrnutim dosavadnich studii dospéjeme k zaveru, ze minimalizaci pfimého kontaktu bakterii
s koncentrovanym roztokem oxidac¢niho ¢inidla je minimalizovan dopad na mikroorganismy a jejich
aktivitu. Tim je dosazeno vyssi celkové napravy. [Jason]

2.7 Optimalizace mikrobialni regenerace nasledné po aplikaci ISCO

V idealnim pfipadé nastava biodegradace okamzit¢ po ISCO. Ve skutecnosti je ale obnova
mikrobialni aktivity kontinualnim procesem. V procesech podporované piirozené atenuace jsou
navozovany optimalni podminky dodatkem donori nebo akceptor elektronti, nutrieti, v pripadé
bioaugmentace dodatkem vhodnych bakterii. Aby byla docilena spravna aktivita biodegradujicich
mikrobt, byvaji v ramci biostimulace napraveny redoxni podminky pro podporu aerobnich nebo
anaerobnich mikroorganismi.

2.8 Cile prace

Hlavnim cilem této studie bylo otestovat vzorky komeréné dostupného substratu na pfitomnost
mikroorganismi. Tento vzorek byl nasledné kontaktovan s definovanymi roztoky manganistanu
draselného o rGznych koncentracich a byl sledovan vliv oxida¢niho roztoku na mmozstvi zivych
mikroorganismut v systému, dale byl pozorovan vliv ndsledné reinokulace.

3 Experiment

3.1 Analyza pouzitého substratu a pouZzité metody

Substrat: Nejprve byla uréena vlhkost vzorku suSenim pfi 105°C do konstantni hmotnosti.
Poté byl vzorek homogenizovéan a podroben elementarni analyze v centralnich laboratofich VSCHT
formou subdodavky.

Kultivace: Principem metody kultiva¢niho stanoveni poctu heterotrofnich organismi je izolace
mikroorganisma z prostiedi, jejich zredéni ve vhodném médiu (fyziologicky roztok), roztér na Petriho
misku s zivnym kultiva¢nim médiem (agarem), kultivace a pocitani narostlych kolonii. Touto metodou
je mozZné stanovit pouze mnozstvi Zivotaschopnych mikroorganismia Kultivovatelnych na pouZitém
meédiu. Vysledné ¢islo proto pouziva jednotku CFU (Colony Forming Units = Kolonie tvofici jednotky
= KTJ).

Inokulace: (oCkovani) je pieneseni mikroorganismi z odebraného vzorku do cerstvého
zivného prostredi. Reinokulace je zpétné zavedeni mikroorganismi do vzorku, ze kterého byly
vykultivovany pifedchozi inokulaci. Této metodé predchazi priprava reinokula¢niho roztoku.
Reinokulacni roztok je pfipravovan zaoCkovanim bakterii do tekutého kultivaéniho média, tzv.
zivného bujénu. Zivny bujon je sterilni Zivné prostiedi pro pomnoZeni bakterii, bohaty na nutriety,
aminokyseliny, bilkoviny, peptidy a latky snadno mikrobialné zpracovatelné



3.2 Kultivace nepozménénych realnych vzorku

Jako vzorek pidy byl pouzit substrat na kaktusy, osahujici 10 % hm. organického uhliku a
velmi bohaty soubor mikroorganismi. V celém nasledujicim textu je terminem nepozménény vzorek
oznaCovan systém neoSetieny manganistanem draselnym. Mikroorganismy ze 7,44g pudy byly
extrahovany do 100ml fyziologického roztoku. Vzorek v uzaviené Erlenmayerové baiice tiepan
15minut na tiepacce. Po usazeni pudy na dné bylo provadéno oc¢kovani a stanoveni CFU.

Koncentrace kultivovatelnych mikroorganismti byla urovana 1 b&hem prace se vzorky
s manganistanem, vzorek s nulovou koncentraci KMnO, byl oznacen jako vzorek 5.

3.3 Kultivace vzorkt po kontaktu s oxidantem

Do 5 Erlenmayerovych ban¢k navazeno 30g vzorku pudy, odméfeno 300ml destilované vody.
Do kaZdé z ban€k byla v ¢ase nula pfidana rizna definovana mnozstvi pevného KMnQO, (viz tab. 1).
Poté byl spektrofotometricky stanovovan Ubytek manganistanu jeho reakci s pritomnymi latkami a
mikroorganismy.

Tab. 1: SloZeni vzorki

Vzorek | Navazka pudy [g] | Destilovana voda [ml] | Navazka KMnOQO, [g] | p(KMnO4)
[9/1]
1 29,99 300 6,002 20
2 30,06 300 0,309 1
3 30,01 300 0,035 01
4 30,00 300 0,003 0,01
5 30,01 300 0 0

3.4 Reinokulace

Kolonie bakterii vypéstovanych na pevném kultivaénim médiu (agaru) byly pfeneseny pomoci
bakteriologické ockovaci klicky do zivného bujonu. Timto postupem byla ziskana suspenze
mikroorganismi, tzv. reinokulaéni roztok, ktery byl dale pouzit k reinokulaci vzork. Aby byla
obnovena koncentrace mikroorganismil pfitomna ve vzorku pudy pied aplikaci manganistanu, bylo do
kazdého vzorku nadavkovano 300 pl reinokula¢niho roztoku. Poté byla sledovana zména poc¢tu CFU
ve vzorcich.

3.5 PFfimy vlivu KMnO4 ha mikroorganismy

Déle byly provedeny experimenty s cilem sledovani vlivu manganistanu na mikroorganismy
bezprostfedné po skonceni prvni rychlé ¢asti reakce manganistanu s organickou ¢asti pudy. Jak bylo
zjisténo v predeslych studiich [Lé&ska], reaguje manganistan draselny s pfirozenou zeminou velmi
rychle, pfi¢emz majoritni ¢ast oxidantu je redukovana v prvnich cca 120 minutach.

Do vzorka A, B byla davkovana koncentrace KMnO, 20 g/l, respektive 10 g/l, vzorek 5 byl
ponech&n bez manganistanu. Aplikace manganistanu byla provedena po 1 dni od promichani zeminy
s vodou, aby se z pidy uvolnily mikroorganismy. Ze vSech vzorkl byl pro nasledné fedéni a kultivaci
odebran podil po 2 hodinach po aplikaci manganistanu.

Tab. 2: Slozeni vzorki

Vzorek | Navazka pudy [g] | Destilované voda [ml] | Navazka KMnO, [g] | p(KMnOa4)
[9/1]
A 30,00 300 6,00 20
B 30,00 300 3,00 10
5 30,00 300 0 0

4 Vysledky a diskuse

4.1 Vysledky analyzy pouZzitého substratu
Pouzity substrat vykazoval vihkost 23,4 % hm a obsah organického uhliku 10 % hm




Z naméfenych dat vyplyva, Ze se jedna o velmi humozni substrat s vysokou vlhkosti. Takovyto
material je idealni pro rist pfirozené pidni mikroflory.

4.2 Vysledky kultivacnich experimenti nepozménénych realnych vzorki

Zhodnot poctu kolonii na agarovych miskach byly vypocteny hodnoty CFU/ml
V nepozménénych vzorcich (systém neoSetfeny manganistanem draselnym).
Vysledky kultivac¢nich experimenti

Nepf)ZIII eneny \:'zorekn nepozménénych  vzorkd  neoSetienych
druhy béh experimentu manganistanem draselnym ukazuji mnoZstvi
1,00E+06 | kultivovatelnych ptitomnych

| Reinokulace23.-den

mikroorganismi vyjadfenych jako CFU/ml
ve zvolenych Casech odbéru. Je patmé, Ze

1,00E+04 : » . - o r y .
| |_l pocet  mikroorganismi  kolisa v ramci
8 22 25 29 3

1,00E+05

CFU/ml

100E+03 jednoho fadu, coz je pripustnd chyba této
vySetfovaci metody (az na stanoveni ve 29.

s @ dni) a ani po reinokulaci nevykazuje zadné
¢éas po aplikaci KMnO4 (dny) vyrazné zvySeni parametru CFU/ml. Lze
tedy usoudit, Ze vsystému se vyskytuje
realné stabilni populace mikroorganismu; jejich pocet zlstava konstantni po dobu sledovanych 43 dni
a neni zasadnim zptsobem ovlivnén ani provedenou reinokulaci v 23. dni (tuto skute¢nost 1ze vnimat
S nejveétsi pravdépodobnosti v souvislosti s ptili§ kratkou dobou, jiz velké mnozstvi mikroorganismu
vyZzaduje k adaptaci z uméle ptipraveného kultivaéniho systému do podminek realnych). Tento systém
se tedy jevi jako velmi stabilni a vhodny pro srovnani se vzorky, ke kterym se pfidava definované
mnoZstvi manganistanu draselného. V ramci porovnani systémi je tedy mozné pozorovat piimy vliv
oxida¢niho roztoku na zvolené biologické systémy.
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4.3 Vysledky kultivacnich experimentt vzork( po kontaktu s oxidantem a reinokulaci

Naméfené parametry CFU/ml jsou pro piehlednost vyneseny do grafu (obr. 1 spole¢né
s vysledky ziskanymi pro nepozménény vzorek. Reinokulace probéhla v 23. dni po aplikaci KMnQO,.
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Obr. 1: Vysledky kultivaénich experimentii vzorki po kontaktu s oxidantem



Obr. 1 ukazuje graf shrnujici vysledky ze vSech experimentd. Parametr CFU/mI v ¢ase nula
predstavuje vysledky z kultivace vzorku pfimo pied oSetfenim manganistanem draselnym. Parametr
CFU/ml v ¢ase ,,0+“ znazornuje okamzity toxicky ucinek manganistanu na mikroorganismy
vyskytujici se ve vodném prostiedi kultivovatelné v ramci pouZité metody. U vzorku neoSetteného
Manganistanem neni ziejma vyznamna zména parametru CFU/ml v priubéhu casu.

Ziskan¢ vysledky vlivu oxida¢niho ¢inidla v rdmci pfedem definovaného systému poskytuji
velmi prekvapiva zjisténi. Vzhledem k tomu, ze kultivacni metoda poskytuje obraz o pfitomnych
mikroorganismech, které se uvolni do vodného prostfedi, potvrzuji ziskané vysledky fakt, ze
manganistan predstavuje destrukcni ¢inidlo vici pfitomnym mikroorganismim vyskytujicim se ve
vodném prostiedi (viz hodnoty ziskané zahy po ptidavku oxidacniho Cinidla na obr. 1 oznacené ,,0+).
Nicméné piitomné horninové prostiedi na dné Erlenmayerovych banc¢k se ukazuje jako unikatni
systém, ktery je schopny po odeznéni oxida¢niho vlivu manganistanu dotovat vodné prostiedi dalSimi
mikroorganismy. Jednim z vysvétleni mize byt zptistupnéni vodného prostiedi mikroorganismim,
které v riznych formach piezivaji v horninovych strukturach, a jsou nepostihnutelné v ramci vytiepku
zkouseného vzorku do fyziologického roztoku. Zména charakteru abiotické faze zplisobena zejména
oxidaci, ale i dalS$imi nejenom chemickymi zménami (mechanickd deformace), zfejmé zpiistupni
vodnému prostfedi nezanedbatelné mnozstvi mikroorganismt, které jsou schopné v téchto
podminkach existovat a dokazaly ve struktufe horninového prostfedi pfezit pasaz nejintenzivngjsi
oxidaéni zatéZe vyvolané vstupem manganistanu do experimentalniho systému. Tato dotace je (jak
ukazuji ziskané vysledky) vyssi, nez tibytek poctu mikroorganismil zptisobeny okamzitym kontaktem
biologickeho systému s oxidaénim ¢inidlem. Dulezitou otazkou vsak je zohlednit, 0 jaky typ
mikroorganismt se jedna, jaké jsou jejich pozadavky na zdroj uhliku a energie a zejména schopnost
uréitou dobu existovat v anoxickych az aerobnich podminkach.

Mikroorganismy, které se do vodného prostfedi uvolni z horninové faze, jsou zfejme schopny
nejen piezivat za nastavenych podminek, ale jak je patrné z obr. 1, jsou schopny i zvySovat své
zastoupeni. Prekvapivym zji§ténim je, Ze nejvySsi nartist biomasy v obdobi 25 dni je pozorovan u
vzorku, ktery byl oSetfen nejkoncentrovanéj$im roztokem manganistanu (vychozi koncentrace 20g/l).
Tento jev je pravdépodobné zplisoben obohacenim vodného prostredi o produkty $t€peni huminovych
latek, ptipadné o dal$i produkty probéhlych redoxnich procest, které evidentné neinhibuji rtst a
naopak mohou kladné podporovat rist a reprodukci téchto skupin mikroorganismi, poptipadé
figurovat jako primarni substrét.

Jedna se bezpochyby o velmi pozitivni zjisténi z hlediska praktické aplikace metody ISCO,
avSak je nezbytné zdlraznit, Ze stdle existuje mnoho nezodpovézenych otdzek, zejména mira
biodegrada¢niho potencidlu téchto mikroorganismt. Aplikace ISCO se vzdsadé tyka
kontaminovanych lokalit; experimenty vramci této prace byly provedeny na modelovém
nekontaminovaném systému z divodu sniZzeni poétu proménnych parametri a potieby zaplnit
nedostatek informaci o té€chto typech interakei.

4.4  Vliv reinokulace na sledované systémy

Reinokulace systému byla provedena ve 23. dni po oSetfeni manganistanem a je v obr. 1
znazornéna pierusovanou linii. Motivaci pro tuto analogii bioaugmentace bylo ovéfit, zda nové
nastolené podminky v kultivaénim uspofadani jsou nebo nejsou limitaci pro umélé osidleni systému
alochtonnimi mikroorganismy.

Ukazalo se, Zze vtomto ptipadé se uplatiiuji nedostatky tohoto bioremedia¢niho konceptu,
které vyplyvaji z potieby téchto mikroorganismii po uréitou, ale dostate¢né dlouhou dobu se pokusit
adaptovat na redlné¢ podminky. NedoSlo zde ke zfetelnému navysSeni ptfitomného mikrobidlniho
osidleni.

4.5 Vysledky experimenti pro ovéfeni pfimého vliivu KMnO4 na mikroorganismy

Tyto experimenty prinesly ocekavané vysledky, manganistan vyhubil vSechny
mikroorganismy piitomné ve vodném roztoku. Vysledky tohoto experimentu tvofi na obr. 1 sloupec
,,0+“. Manganistan draselny ve fazi svého nejvét§iho oxida¢niho u¢inku vede k destrukci biologickych
systémi, které s nim mohou pfijit do pfimého kontaktu, to znamena vyskytujici se ve vodné fazi
experimentalniho systému. Tato zjiSténi jsou zajimava v roviné kombinovanych pfistupl propojeni



biologickych a abiotickych technologii, nebot’ bioaugmentaéni preparat piedstavuje zejména volné se
vyskytujici mikroorganismy ve vodném prostiedi.

5 Zavéry

V ramci této studie byly provedeny experimenty s cilem popsat interakci manganistanu
draselného se zvolenym vzorkem horninového prostiedi. Experimenty byly zaméieny pfedevsim na
sledovani mikrobialnich populaci ve studovaném systému. Vzorky horninového prostedi simulované
vybranym substratem byly kontaktovany sroztokem oxidantu a nasledné byly v definovanych
intervalech provadény kultivaéni experimenty a stanoven parametr CFU/ml. Béhem téchto
experimenti byly zjistény nasledujici dil¢i zavery:

e Elementarni analyza pouzitého substratu o pivodni vlhkosti 23,4% ukazala obsah 10%
organického uhliku. Jednd se tedy o velmi humozni materiél, u kterého byl predpokladan
vysoky obsah autochtonnich mikroorganismu.

e Vramci kultivaénich experimenti vzorkid bez oSetfeni manganistanem draselnym bylo
zjisténo, Ze v systému se vyskytuje realné stabilni populace mikroorganismii; jejich pocet
zustava konstantni po dobu sledovanych 43 dni. Na zaklad¢ prezentovanych parametri byl
tento systém zvolen jako referenéni pro nasledujici experimenty s manganistanem
draselnym.

e Na obr. 1 jsou shrnuty vysledky experimentl bez i s 0Setfenim manganistanem draselnym,
véetné viditelné totalni sterilizace vodné faze popsané v kap. 4.5. Casovy tsek nasledujici po
této sterilizaci vodné faze ukazuje prudky narist poc¢tu kultivovatelnych mikroorganismi
ve vSech vzorcich osetfenych manganistanem, ktery je nejintenzivnéj$i u vzorku, ktery byl
osetfen nejkoncentrovanéj$Sim roztokem manganistanu (vychozi koncentrace 20g/l).
Detekované mikroorganismy jsou ziejmé po odeznéni nejintenzivnéjsiho oxida¢niho vlivu
manganistanu uvolnény z horninového prostfedi do vodné faze. Nejintenzivnéj$i narast
biomasy ve vzorku spivodné nejvétsi koncentraci manganistanu je mozné vysvétlit
obohacenim vodného prostfedi o produkty $tépeni huminovych latek, piipadné o dalsi
produkty probéhlych redoxnich procest, které¢ evidentné neinhibuji rust a naopak mohou
kladné podporovat rist a reprodukci mikroorganismu, poptipadé i figurovat jako primarni
substrat.

¢ Reinokulace komentovana v kap. 4.4 ukazuje nedostatky tohoto bioremedia¢niho konceptu,
které vyplyvaji z potieby mikroorganismii po urcitou, ale dostate¢né dlouhou dobu se pokusit
adaptovat na realné podminky. Nedoslo ke zietelnému navySeni pFitomného mikrobialniho
osidleni.

VysSe zminéné dil¢i zavéry ziskané vramci experimentd provedenych na modelovém
nekontaminovaném systému pfinaseji velmi cenna data pro kombinaci biologickych a abiotickych
sana¢nich procest. Casteéné popiraji ¢asto prezentovany nazor o ,,spalené zemi“ po zasahu roztokem
manganistanu draselného, coZ je bezpochyby velmi pozitivni zjisténi z hlediska praktické aplikace
metody ISCO ptipadné jeji kombinace s biologickymi kroky. Je vSak nezbytné zdlraznit, ze stéle
existuje mnoho nezodpovézenych otdzek, zejména mira biodegradac¢niho potencialu sledovanych
mikroorganismi.
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