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Souhrn

V praci bylo na zéakladé relevantnich technickych norem navrZeno experimentalni usporadani
laboratorniho respiracniho testu uréeného pro ovéreni proveditelnosti aerobni bioremediace
kontaminované zeminy. Na tomto zarizeni byl proveden 42-denni respiracni test, kde vstupni
kontaminovany material pfedstavovala zemina s uméle pfidanym dodekanem. V ramci testu byla
sledovana jednak varianta aerobni bioremediace s pouze pfidanymi Zivinami a dale varianta aerobni
bioremediace s pfidanymi Zivinami a soucCasné také degradujicimi mikroorganismy. Pribéznym
sledovanim produkovaného oxidu uhli¢itého a provedenim dalSich doplrikovych analyz byl ziskan
rozsahly soubor experimentalnich dat, na jehoZ zakladé byla néasledné sestavena rovnice kinetiky
biodegradace pfitomného dodekanu. Rovnice byla poté pouZita pro odhad ¢asové naroénosti dosaZeni
hypotetického sanacniho limitu.
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Uvod

Termin ,laboratorni respiraéni test” je v SirSim ramci technické péce o Zivotni prostiedi obecné
pouzivan pro oznaceni analytické procedury, jejimz prostfednictvim je kvantifikovana biologicka stabilita
organického materialu v aerobnich podminkach. Pfi omezeni na tuhé zvodnélé matrice je tento termin
odborné verfejnosti znamy ze dvou oblasti - 1) hodnoceni charakteristik zemédeélské pldy a 2) hodnoceni
biologické rozloZitelnosti odpadt '“. V prvni z uvedenych oblasti jsou respiraéni testy pouzivany
napfiklad pro posouzeni rozlozitelnosti organického podilu v pudach, vyzralosti kompostu nebo jinych
aplikovanych produktl, pfipadné dostupnosti fyziologicky vyuzitelného dusiku. Ve druhé oblasti (pfi
znatném zjednoduseni) slouzi respirani testy k rozliSeni odpadu biologicky stabilniho od odpadu
s vyznamnym podilem organické slozky a malou biologickou stabilitou. Vysledek respiracniho testu tak
napfiklad umozni nebo naopak znemozni uloZeni uritého odpadu na skladku s niz§im stupném
technického zabezpeceni. Pro prvni uvedeny pfipad jsou k dispozici pfedpisy a metodiky vychazejici ze
zakona 334/1992 Sb. (ochrana zemédélského pudniho fondu). Druhd oblast je potom legislativné
zakotvena zejména zakonem 541/2020 Sb. (zakonem o odpadech). Technické podrobnosti
laboratornich respiraCnich testl jsou u obou vySe uvedenych a legislativné zakotvenych oblasti
specifikovany az do urovné technickych norem.

Mimo dvé vySe vymezené oblasti a citované legislativni podklady je ovSem termin ,respiracni test"
pouzivan v ramci napravy ekologickych zatézi vazanych na horninové prostfedi, specificky potom
v pripadé lokalit kontaminovanych organickymi biodegradovatelnymi latkami.
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Teoreticka cast

V Ceské republice neni k dispozici specificky zakon pro oblast napravy ekologickych zatéZi a termin
,ekologicka zatéz“ zde tedy nema legislativné zakotvenou definici. Obecné je pfijiman vyklad MZP CR °,
ktery timto terminem oznacuje zavaznou kontaminaci horninového prostiedi, ke které doslo nevhodnym
nakladanim s rizikovymi latkami (v€etné aktualnich havarijnich situaci). Zjisténa kontaminace je
povaZovana za ,starou ekologickou zatéz“, pokud vznikla pfed platnosti zakona o velké privatizaci
(zadkon ¢&. 92/1991 Sb.) nebo puvodce kontaminace jiz neexistuje ¢i neni znam. Z Cisté technického

pohledu neni ale mezi obéma terminologickymi variantami zadny rozdil.

Ceska republika se vyznaduje mimoradné vysokym poétem lokalit nesoucich ekologickou zatéz, coz
je disledkem dlouhodobé intenzivni primyslové ¢innosti soustfedéné na relativné malém Gzemi.
Prazkum provedeny jiz pfed dvéma dekadami v ramci 38 evropskych statt © (véetné &lenskych zemi EU)
identifikoval pfiblizné 342 000 lokalit s prokdzanou kontaminaci a vice nez 2 500 000 potencialné
kontaminovanych mist. Celoevropsky primér poctu prokazatelné kontaminovanych lokalit na 10 000
obyvatel je zde uvadén hodnotou 2,46, pro samotnou Ceskou republiku potom hodnotou 13,2.
V systému evidence kontaminovanych mist (SEKM) bylo v dobé pfipravy tohoto textu k dispozici vice
nez 16 000 zaznam@ . Vyznamna &ast z vySe uvedenych poétd lokalit je kontaminovana ropnymi
latkami a aromatickymi nebo polyaromatickymi uhlovodiky, pfi jejichz odstrafiovani byva typicky
vyuzivan proces aerobni bioremediace °.

Pfi absenci zakonem podloZenych limitnich hodnot kontaminace horninového prostiedi je pro kazdou
lokalitu nezbytné v pfipravné fazi napravného opatfeni vypracovat expertni stanovisko - tzv. analyzu
rizika, kde je stanovena a zdlvodnéna mira, do které je zapotfebi pfitomnou kontaminaci odstranit
(tzv. sanaéni limit). Rozhodnuti o napravé pak vyda Ceska inspekce Zivotniho prostfedi pfi vyuZiti
nékterého z pfibuznych zakonu, nejCastéji zakona &. 254/2001 Sb. (§ 42). V praxi byva ale bohuzel
bézné, Ze se stanoveny sanacni limit ukaze byt v pfedepsaném Case technologicky nedosazitelny
amusi byt zvySovan, pfipadné dochazi ke zméné pouzité sanacCni technologie. Problémy
s dokon€ovanim napravnych opatfeni jsou v odborné vefejnosti znamé a reflektuje je napfiklad také
NKU 8. Jednim z dosud opomijenych nastrojii ke zvy$eni spolehlivosti zavérii rizikovych analyz je podle
autortl tohoto textu zasadni opomijeni laboratornich sanacnich testu.

K otazce laboratorniho zkoumani bioremediacnich procesu bylo jiz publikovano znaéné mnozstvi
textd, jejichz kritické zhodnoceni bylo autory tohoto textu prezentovano na jiném misté °. Pouze tedy ve
zkratce Ize uvést, ze za cile laboratornich bioremediacnich testu je typicky povazovano 1) prokazani
pFitomnosti degradujicich mikroorganismu; 2) posouzeni toxickych u€inkd pfitomnych kontaminantd vigi
degradujicim mikroorganismim; 3) urCeni spektra potfebnych ZzZivin a stanoveni jejich mnozstvi;
4) posouzeni pfipadnych rizik pfi aplikaci zivin na dané lokalité. Naplnéni téchto cild vyzaduje nemalé
a nikoli kratkodobé usili multioborového tymu s velmi dobrym a drahym vybavenim. Nad ramec vySe
specifikovaného a obecné uznavaného smyslu laboratornich bioremediaénich testl ovSem existuje jesté
dal$i diléi cil, ktery byva v literatufe reflektovan jen zcela okrajové '°'3. Timto cilem je prokazani
technologické proveditelnosti napravného opatfeni v idealizovanych laboratornich podminkach
a nastrojem pro jeho dosazeni je pravé laboratorni respiracni test.

Pro sestaveni laboratorni aparatury a nastaveni podminek respirac¢niho testu a jeho vyhodnoceni Ize
vyuzit nékolik technickych norem. Podrobny popis zakladnich principl laboratornich testll aerobniho
rozkladu organickych latek v zeminach pfinasi norma CSN EN I1SO 11266 '*. Zde jsou specifikovany
pozadavky na 1) vybér, vzorkovani a popis zkuSebni zeminy; 2) zplsob umélé kontaminace;
3) nastaveni podminek laboratorniho testu (teplota, obsah vody, doba, monitoring); 4) zpusob
vyhodnoceni vysledkl. Sou€asné tato norma ponechava znacny prostor ohledné konkrétniho provedeni
testu. Presnéjsi technicka voditka k provedeni testu aerobniho rozkladu organickych latek poskytuje
norma 1SO 14239 *°, ktera specifikuje Sest mozZnych laboratornich a instrumentalnich uspofadani:
1) pratokové usporadani; 2) kolonovy test se zachytem ve smési hydroxidu sodného a vapenatého;
3) biometricky test; 4) radiorespirometricky test; 5) mikroradiorespirometricky test a 6) test
s miniaturizovanym respirometrem. U kazdého typu testu jsou zde prehledné dolozeny vyhody
a nevyhody. Postupem pro stanoveni mikrobialni respirace v aerobnich zeminach se dale specificky
zabyva norma ISO 16072 ® z roku 2002, ve které jsou popsany chemické a instrumentalni postupy pro
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stanoveni Ubytku kysliku nebo vzniku oxidu uhli¢itého v pribéhu respiracniho testu. Kone¢né potom
norma 1SO 17155 '’ definuje vypodetni vztahy, s jejichz pomoci lze na zakladé laboratornich
respiracnich testl vyjadrit kinetiku rozkladu degradované organické latky.

K vySe naznaCenym teoretickym podkladim nalezi dale také rozsahly znalostni aparat souvisejici
s konceptem biodostupnosti a s procesy starnuti kontaminace. Oba tyto vyznamné faktory jsou v praci
zminény pouze ve zkratce, nebot v daném kontextu neni bohuzel prostor pro jejich obsahlejsi rozbor
a navic zde nabyvaji velmi specifické podoby.

Biodostupny podil kontaminantu byva ve vodnych systémech (bez pfitomnosti tuhé faze) totozny
s analyticky zjisténym mnozstvim pouze v idealnim pfipadé, kdy je kontaminant zcela pfistupny
mikrobialnim (obecnéji biochemickym) pfeménam. V praxi byva u Cisté vodnych systému( biodostupny
podil typicky niz8i oproti analytické hodnoté, ale nemuze byt vy8Si. V kontaminovanych zeminach k této
situaci dojit maze. P¥i vstupu kontaminantu do zeminy se jeho ¢ast navaze na tuhou matrici tak silné, ze
se stane pro analytickou proceduru (zejména predupravu vzorku) nedostupnou. Pfitomné
mikroorganismy si ovSem cestu i k takto silné vazanému kontaminantu najit mohou a potom mize nastat
situace, kdy je biodostupné mnozstvi vétsi oproti analyticky zjisténé hodnoté. V pfipadé laboratornich
respiracnich testl by se takova situace projevila nadstechiometrickou produkci oxidu uhli¢itého, pokud
bychom jako zaklad vzali pravé analytickou koncentraci a respiracni test by probihal dostate¢né dlouhou
dobu. Otazka starnuti kontaminace je u znecisténych zemin rovnéz mimofadné dulezita. Doba mezi
vstupem kontaminantu do zeminy a dosazeni ustaleného stavu byva na vétsiné kontaminovanych lokalit
typicky velmi dlouha, bézné i v Fadu desitek let. Procesy starnuti jsou mimoradné komplexni a z hlediska
biodostupnosti mohou mit pozitivni a negativni Uc€inek. V kontextu této prace bylo povazovano za
zasadni, aby byl charakter kontaminace do té miry ustaleny, aby se v prabéhu respira¢niho testu (tedy
v fadu desitek dnl) neménil. Modelovy kontaminant byl vnesen do zeminy v pfebytku tékavého
rozpoustédla, coz podle dlouhodobych zkuSenosti autorll zajiStuje po odpareni rozpoustédla v Case jiz
stabilni distribuci kontaminantu v systému zemina — voda — vzduch.

Technické provedeni laboratorniho respiraéniho testu nema dosud v ramci Ceské republiky ustalenou
podobu. V obecném povédomi soucasné existuje malo podlozeny nazor, Ze tento typ testu Ize provést
v kratkém Case, napfiklad béhem nékolika malo dnl (podobné jako BSKs Ci AT,). Cilem této prace tedy
bylo vypracovani a ovéfeni pfesné metodiky laboratorniho respiracniho testu aerobni bioremediace
v souladu s ustanovenim vySe uvedenych ISO norem a racionalné vyhodnotit potfebnou dobu jeho
trvani. Specificky dlraz byl zde kladen na zjis§téni technologicky zasadnich parametri — tedy urceni
idealni kinetiky rozkladu kontaminantu a identifikace pfipadnych meziprodukt( rozkladu.

Experimentalni ¢ast

Pro modelovy laboratorni respiraéni test byl na pozemku uréeném pro residencni vystavbu domu (po
sejmuti orni¢ni vrstvy) odebran vzorek zeminy o hmotnosti 20 kg. Odebrany material byl typové oznacen
jako sprasovy sediment. Vzorek byl v laboratofi vysouSen po dobu 5 dnu pfi teploté okoli a nasledné
separovan s pomoci sita o velikosti oka 2 mm. Podsitna frakce o hmotnosti cca 6 kg pfi zbytkovém
obsahu vody 2,0 % hm. byla pouzita jako dobfe homogenizovatelny zaklad pro respiraéni test a na tomto
materialu bylo provedeno stanoveni prvkového slozeni metodou XRF a stanoveni celkového
organického uhliku metodou elementarni analyzy. Z uvedeného mnozstvi podsitné frakce byly 4 kg
uréeny pro umeélou kontaminaci a 2 kg slouzily jako referen¢ni material.

Uméla kontaminace byla provedena pfidanim dodekanu (Ci;Ha, p.a. Cistota) v mnozstvi 7 000 mg/kg
suSiny, pfiemz dodekan byl do zeminy pro zajiSténi rovnhomérné distribuce pfidan v pétinasobném
objemovém mnozstvi hexanu. Pfidany hexan byl nasledné odparen v digestofi pfi laboratorni teploté. Do
osmi umélohmotnych vzduchotésnych vzorkovnic typu Lock-Lock o objemu 1000 ml bylo navazeno vzdy
0,5 kg kontaminované zeminy, do jedné dalSi vzorkovnice bylo navazeno opét 0,5 kg referenéni zeminy
bez kontaminace. Experimentalni podminky v jednotlivych vzorkovnicich byly poté nastaveny pfidanim
vody, Zivin a bakterialni kultury Pseudomonas fluorescens ATCC 13525, jak je specifikovano v tabulce 1.
Pred zahajenim respiracnich testl byla provedena analyticka kontrola kontaminace metodou C;o-Cyo,
kde zjisténé hodnoty jsou rovnéz ukazany v tabulce 1.
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Tabulka 1: Vychozi parametry modelového laboratorniho respira¢niho testu

Zemina

kontaminovana | nekontaminovana
Stanoveni Cislo vzorku
Pridavek 1 2 3 4 5 6 7 8
analyza C;p-Cys* | 4650 | 4680 | 4580 | 4080 | 5260 | 4860 | 4790 <20
(mg/kg)
Ziviny** ano ano ano ano ano ano
kultura*** ano ano ano
voda (ml) 50 50 50 50 50 50 50 50

*Stanoveni metodou plynové chromatografie, podle CSN EN 14039

**PFidavek zivin v poméru C:N:P = 120:10:1 (pfidavek do jedné vzorkovnice ¢inil 0,987 g NH,Cl, 1,865 g KNOs,
0,502 g KH,PO,.

*** Zemina byla inokulovana bakterialni kulturou Pseudomonas fluorescens ATCC 13525. Do zeminy byl pipetovan
1 ml suspenze o koncentraci 10" KTJ/ml. Suspenze byla pripravena po dvoudenni kultivaci kmene na agarové
plotné se ztuhlou kultivaéni padou ,Trypton séjovy agar” pfi 25 °C splachnutim do fyziologického roztoku.

Vzorkovnice podle vySe uvedenych specifikaci byly uzavieny vzduchotésnymi vicky. Do kazdého
vicka byly napevno instalovany dvé polyethylenové hadicky pro monitoring koncentrace oxidu uhli€itého,
ktery byl pfedpokladan jako finalni produkt biodegradace zvoleného kontaminantu. Zvlhéeny vzorek
zeminy zabiral pfiblizné tfetinu objemu vzorkovnice, zbyly objem byl vyplnén vzduchem. Kazda
z hadi¢ek byla uzaviena zatkou a navic jesté ocelovou tlackou. Ve zvolenych Casovych intervalech
(~ 2 — 3dennich) byly méfeny koncentrace oxidu uhli¢itého a kysliku v head-space vzorkovnic
(napojenim pfistroje Greisinger G 1910-02 nebo Multitec 540 na hadi¢ky). Po kazdém méfeni byla
vzorkovnice oteviena, zemina peclivé promichana sklenénou ty€inkou a opét vzduchotésné uzaviena.
Bézna pozadova koncentrace oxidu uhli¢itého (~ 500 ppm) byla odecitana od zméfenych hodnot.
Celkova doba trvani laboratorniho respira¢niho testu byla uréena na 42 dn(, pfi¢emz teplota byla béhem
této doby udrZzovana na hodnoté 21 + 1 °C. Pro udrzeni nastaveného obsahu vody (10 % hmot.) byly
vzorkovnice prubézné pfevazovany a zjisténé ubytky doplfovany (toto ale bylo zapotfebi az ke konci
testu. Na zaCatku a konci laboratorniho respiraéniho testu byly odebrany vzorky na analyzu C.o — C4, Na
identifikaci a kvantifikaci pfipadnych meziproduktt aerobniho rozkladu a rovnéz na stanoveni poctu
kultivovatelnych mikroorganismu. Na pocateénim referenénim nekontaminovaném vzorku byla rovnéz
provedena analyza TOC a XRF. Nastavena vihkost zeminy se v pribéhu respiracniho testu neménila.

Pro stanoveni poétu mikroorganismi byla pouZita metoda opirajici se o tfi zdroje ** '* . Do

predvazené sterilni Duran Schott lahviCky (objem 250 ml) se navazilo 3 g zeminy. Do lahvi¢ky byl
napipetovan Ringerlv roztok o ¢tvrtinové koncentraci (R1/4 roztok) v poméru 1 : 9. Nasledné byl vzorek
homogenizovan na tifepacce 10 min, 400 rpm. Tésné pfed odbérem inokula byl vzorek ruéné rozmichan,
ponechan stat 2 min. Poté byl pipetovan 1 ml vzorku té&sné pod hladinou a pouzit pro pfipravu
desitkového Fedéni opét do roztoku R1/4. Na agarové plotny se ztuhlou kultivaéni padou ,Zivny agar"
bylo rozetfeno inokulum. Kultivace probihala za aerobnich podminek pfi 25 °C po dobu 7 dni. Pogitani
kolonii a stanoveni celkového poétu bylo provedeno normovanym postupem #. Stanoveni poé&tu
Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 bylo provedeno ze suspenze po rozmichani na vortexu,
nasledné byla pfipravena fada desitkového fedéni do roztoku R1/4. Dale stanoveni poctu probihalo
stejnym zptisobem jako u vzorkt zemin .

Vysledky a diskuse

Vychozi sloZzeni pouzité zeminy pfed nadavkovanim kontaminantu (6 kg podsitné frakce < 2 mm) je
sumarizovano v tabulce 2. Pfi odbéru byla reflektovana snaha ziskat testovaci material bez zvySeného
obsahu toxickych kovl, aby tak pozdéji vnesena organicka latka predstavovala jediny a dobrfe
definovany antropogenni faktor. Data v tabulce 2 dokladaji pouze nevyznamné obsahy minoritnich
toxickych prvkd, které nenaznaluji prekroCeni hodnot pfirozeného pozadi. Obsah celkového
organického uhliku je dan rozdilem mezi TC a TIC4q a €ini tedy 0,36 % hmot..
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Tabulka 2: Obsah majoritnich a minoritnich prvku v pouzité modelové zeminé

Majoritni prvky (% hmot.)

Si Al Fe Na K Ca Mg P Ti TIC 400 TC
36,1584 |325|058|274|331|0,47 0,13 | 056 | 054 0,90
Minoritni prvky (mg/kg susiny)

S Cl Vv Cr Ni Zn Ba | Mn As Sr w
372 | 89 | 103 [ <30 | 64 62 | 810 | 690 | <30 | 220 130

Pfi umélé kontaminaci byl do zeminy pfidan dodekan v mnozstvi 7 000 mg/kg susSiny, pfiCemz
analyticka kontrola provedena stanovenim parametru Cio-C4 pfi zahajeni vlastniho respira¢niho testu
ukazala hodnotu 4 700 mg/kg susSiny. | pfes zfejmy Ciselny rozdil se ve skute¢nosti jedna o dobrou
shodu mezi pfidanym mnoZstvim dodekanu a zjidt€nou analytickou odezvou. SkuteCnost, Ze &ast
organického kontaminantu uméle vneseného do zeminy se pfi nasledné analytické kontrole ,ztrati“ je
dlouhodobé znama a je vysvétlovana zejména chemisorpci, pfi které se urlity podil pfivedeného
kontaminantu navaze na danou matrici tak silné, Ze se vuCi analytické procedure (typicky ve fazi
predupravy vzorku) stane ,neviditelnym®. U zemin byva schopnost chemisorpce pfisuzovana pfirozenym
organickym latkam a jilovym mineralim.

Pribézné monitorovani respiraéniho testu spocivalo ve sledovani koncentrace oxidu uhli¢itého, ktery
byl uvazovan za koncovy produkt aerobniho rozkladu. Celkova doba trvani respiracniho testu cinila
42 dnl a v pribéhu této doby bylo provedeno 13 mérfeni koncentrace oxidu uhli¢itého v head-space
vzorkovnic. Casové prib&hy produkce oxidu uhliitého v ramci celého respiraéniho testu jsou pro
jednotlivé vzorkovnice ukazany v souhrnné formé na Obr. 1, kde jsou barevné rozliSeny Ctyfi rdzné
podminky aerobniho rozkladu dodekanu, jehoz koncovym produktem je oxid uhlicity.
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Obrazek 1: Tvorba oxidu uhli¢itého v pribéhu laboratorniho respiracniho testu pro
kontaminovanou zeminu bez pfidavku Zivin a degradért (vzorek 1 —); kontaminovanou zeminu
s pridavkem Zivin (vzorek 2, 3, 4 —); kontaminovanou zeminu s pfidavkem Zzivin a degradért
(vzorek 5, 6, 7 =); nekontaminovanou zeminu (vzorek 8 l)

Cervena barva odpovida pozadové koncentraci oxidu uhligitého v nekontaminované zeming, kterou
Z hlediska aerobni bioremediace povazujeme za referencni systém. Hodnoty méfené v této vzorkovnici
se pohybovaly v rozmezi ~ 600 - 900 ppm a byly tak vzdy sice jen mirné, ale pfesto méfitelné vysSi
oproti obvyklé koncentraci v prostoru laboratofe, ktera se pohybovala primérné na hodnoté 500 ppm
abyla vramci naslednych bilancnich vypoctd od méfenych hodnot odecitana. V pfipadé
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nekontaminované zeminy se jeji pfirozena organicka hmota povazuje obecné jiz za stabilizovanou a
dal$i rozklad se jiz neodekava viibec nebo pouze s nevyznamnou intenzitou. Zluta linie na obrazku 1
odpovida produkci oxidu uhli¢itého v kontaminované zeminé bez pridavku zivin a degradujicich
mikroorganismu, méfené hodnoty se zde béhem testu pohybovaly v rozmezi 1400 — 3500 ppm. Jedna
se o0 hodnoty odpovidajici velmi pomalému rozkladu, pfi kterém kontaminant mlze setrvavat v zeminé
po dobu vysSich jednotek nebo az nizSich desitek let.

TFi modré linie na obrazku 1 odpovidaji aerobnimu rozkladu po pfidani Zivin, ale bez pfidanych
degradéru. Dobfe jsou zde zifejmé trendy popsané v teoretickém mechanismu respirace zeminy
kontaminované biodegradovatelnou organickou latkou®’. Jedna se zejména o 1) exponencialni nardst
rychlosti po zhruba pétidenni indukéni prodlevé a identifikaci maximalni respiracni aktivity; 2) pokles
respiracni aktivity na dlouhodobé vcelku ustalenou hodnotu po dalSich zhruba deseti dnech; 3) znacny
rozptyl hodnot u tfech opakovani. Podrobna interpretace mechanismu produkce oxidu uhli¢itého neni
pouze na zakladé vysledk( na obrazku 1 mozna a nebyla ani cilem prace. Je nicméné ziejmé, Ze
biodegradace dodekanu na oxid uhli¢ity zde byla vysledkem komplexniho plasobeni mnoha
biochemickych, chemickych a transportnich procesl ve slozitém tfifazovém systému. V experimentalni
zeminé nemohl béhem testu nastat nedostatek Zivin a kysliku a prabézné byl odvadén také vznikly oxid
uhligity. V okamziku dosazeni maximalni respiraCni rychlosti (mezi 10 — 15 dnem testu) byl degradovan
teprve velmi maly podil dodekanu. Vyrazny nastup biodegradacni rychlosti a jeji nasledny pokles tak
s nejvétsi pravdépodobnosti souvisel s dostupnosti kontaminantu (povrch — objem ¢&astic) pfipadné
transportnimi jevy. K velkému zjisténému rozptylu méfenych dat je zapotrebi uvést, Zze respiracni testy
byly provadény s vyuzitim dlouholetych zkuSenosti v laboratornim vyzkumu a s maximaini peclivosti.

experimentu nijak vyjimeéna a problém lze fesit vétSim poctem opakovani.

Zelené linie na obrazku 1 potom ukazuji produkci oxidu uhli€itého ve vzorkovnicich, do kterych byly
pfidany ziviny a souCasné kultura mikroorganisml s prokazanou schopnosti degradovat ropné
uhlovodiky. Casovy prabéh zjisténych zavislosti je v tomto pfipadé podobny jako u vzorkovnic bez
degradéru a jejich interpretace je tedy v podstaté stejna. Zfejmym rozdilem je zde pouze mensi rozptyl
mezi tfemi prezentovanymi liniemi. Jelikoz varianta s pfidanymi degradéry je technicky vyrazné sloZitéjsi
nez varianta pouze s pfidanymi zivinami, je velmi ddlezité vyhodnotit a porovnat obé tato usporadani
Z hlediska ¢asu potfebného pro dosazeni zvolené zbytkové koncentrace kontaminantu (v technologické
praxi tedy odhad doby potiebné pro dosazeni sanaéniho limitu).

Pro porovnani obou variant aerobni biodegradace byly tedy hodnoty méfené vzdy ve tfech stejnych
vzorkovnicich (2, 3, 4; 5, 6, 7) nejprve zprimérovany a posléze prepocitany na mnozstvi degradovaného
dodekanu podle stechiometrické rovnice:

2CppHy + 370, —» 24CO, + 26 H,0

Ubytek koncentrace dodekanu v pribé&hu respiraéniho testu je potom v souhrnné formé ukazan na
obrazku 2, kde je dobfe zfejmy rozdil v rychlosti biodegradace v samotné kontaminované zeminé
a v zeminé po pfidavku zivin nebo zivin a degradérli. Referenéni Casova zavislost pro kontaminovanou
zeminu bez pfidavku Zivin a degradéra (zZluta linie) prezentuje vysledky pouze z jednoho méfeni a ma
tedy spiSe indikativni charakter. V praxi by tato referenéni linie odpovidala situaci, kdy je rozklad
kontaminantu v zemin& ponechan pouze na pusobeni pfirozenych déju. Casové zavislosti na obrazku 2
byly nasledné vyhodnoceny prostfednictvim kinetiky prvniho fadu a vysledné kinetické rovnice jsou
prezentovany v tabulce 3. Sou€asné jsou zde uvedeny teoretické doby potfebné pro dosazZeni dvou
hypotetickych sanac¢nich limitd - 2000 mg/kg a 1000 mg/kg suSiny. Vyhodnoceni biodegradace
dodekanu prostfednictvim kinetiky prvniho fadu pfedstavuje velmi zjednoduSenou formu interpretace.
V kontextu této prace jde ovdem o akceptovatelny postup, nebot laboratorni respiracni test je zde
chapan jako nastroj zasadniho potvrzeni nebo vylou€eni technologické proveditelnosti. Pro podrobnéjsi
poznani sloZitych biodegradacnich mechanismO potom slouZi experimenty vyrazné komplexné&jsi
a instrumentalné sofistikovanéjsi.
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Obradzek 2: Pokles koncentrace dodekanu v pribéhu laboratorniho respiracniho testu pro
kontaminovanou zeminu bez prfidavku Zivin a degradéru (vzorek 1 —); kontaminovanou zeminu
s pfidavkem Zivin (vzorek 2, 3, 4 —); kontaminovanou zeminu s pfidavkem Zivin a degradér
(vzorek 5,6, 7 =.

Tabulka 3: Vyhodnoceni laboratorniho respiraéniho testu s pomoci kinetiky prvniho Fadu

Varianta testu Kineticka rovnice* Teoreticky ¢as pro | Teoreticky ¢as pro
dosazeni dosazeni
sanacniho limitu sanacniho limitu
2000 mg/kg 1000 mg/kg
kont. zem. y =47 .00t 1708 dni 3095 dnd
kont. zem. + ZIV y=4,7 .00 171 dnl 310 dnil
kont. zem. + ZIV + DG y=4,7.e0008! 107 dn(i 193 dnli

* y = koncentrace dodekanu v zeminé (mg/kg zeminy); t = ¢as (den)

Analyza Cjo — Cy4, ktera byla provedena na zacCatku testu u vSech vzorkovnic a na konci testu
u vzorkovnic 2 — 7 neukazala pfitomnost jinych latek nez dodekanu. Bylo tedy ziejmé, Ze puvodni
chemikalie byla dodana v Fadné p.a. Cistoté a dale, ze v pribéhu aerobniho rozkladu nevznikaly stabilni
meziprodukty.

V ramci respiraéniho testu bylo dale provedeno stanoveni celkového poctu Kkultivovatelnych
mikroorganismu na zacatku respiraniho testu a ve tficaty den jeho trvani. Ziskané vysledky jsou
v souhrnné formé ukazany v tabulce 4. Na pocatku testu se pocty kultivovatelnych mikroorganisma
pohybovaly v Fadu 10° az 10° KTJ/g zeminy, coZ je obvykla droveri pro nekontaminovanou nebo malo
kontaminovanou zeminu s nizkym obsahem Zivin. Odbér vzorku pro pocatecni mikrobiologické
stanoveni byl proveden pouze nékolik hodin po vmichani kultury do zeminy, coz byla pfili§ kratka doba
pro adaptaci. Jak je zfejmé z obrazku 1, projevil se nastup degradacni schopnosti pfitomnych
mikroorganismu (at’ jiz autochtonnich nebo vnesenych) az pfiblizné po péti dnech od zahajeni testu.
Odbér provedeny tficatého dne respiracniho testu (tedy pfi vcelku jiz ustalené degradacni rychlosti)
ukazal jasny fadovy rozdil v kvantité mikrobialniho osidleni mezi referenénimi vzorky 1 a 8
a podporovanymi vzorky 2 — 7. Ciselné rozdily prezentované pro triplikovana stanoveni 2 — 4 a5 — 7
jsou pro naro¢na mikrobiologicka stanoveni v zeminach bézna.
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Tabulka 4: Vysledky stanoveni poctu mikroorganismu ve vzorcich na za¢atku a na konci pokusu

Zemina

kontaminovana ‘ nekontam.

Cislo vzorku***

1 ST s [ e [ 7

CPM [KTJ/g zeminy]

potatecni stanoveni** | 3,4x10° | 7,1x10° | 1,1x10° | 1,2x10° | 1,9x10° | 4,9x10° | 1,5x10° | 2,6x10°
pramér 1,0x10° 1,3x10°

stanoveni 30. den testu | 2,1x10° | 2,5x10° | 6,9x10° | 6,1x10° | 2,3x10° | 1,3x10° | 1,7x10° | 2,9x10°
pramér 1,3x10° 1,8x10°

nardst oproti podatku 6,2 3521 627 508 1211 | 2653 | 1133 1,12

narlst proti nekontam. 0,72 862 238 210 793 448 586 1

* CPM = celkovy pocet mikroorganismi; KTJ = jednotky tvorici kolonie
**ve stejny den, kdy bylo provedeno pridani kultury
***bharevna oznaceni odpovidaji logice Obr. 1 a 2

Pokud interpretujeme vystupy prezentované vySe na obrazcich 1 a 2 a vtabulkdch 1 — 4
v logice hlavniho cile tohoto textu (dolozeni praktického vyznamu laboratornich respiracnich testd
v pripravné fazi bioremedia¢niho zasahu), vznika potfeba upfesnit nasledujici technické aspekty:

1) Jak dlouho ma (musi) respiracni test trvat?
2) Jaké technické usporadani respiracniho testu je pro dany ucel vhodné?
3) Jaké parametry je nutné v ramci respiracniho testu sledovat?

4) Jakym zpUusobem ma byt respiracni test interpretovan?

Ad. 1: Potrebna doba trvani respiracniho testu

Laboratorni respiracni test ukazany v této praci b&hem zhruba jednoho mésice trvani dobfe zachytil
tfi faze biodegradacniho dé&je (adaptacni, exponencialni, stacionarni). Test probihal v podminkach, které
v realité napravy ekologickych zatézi muzeme povazovat za idedlni a kde za prvotni uspéch nutno
povazovat iz fakt, Ze biodegradace vubec probiha. Existuje mnoho duvodu, pro¢ tomu tak nemusi byt
a dolozitelné skuteCnosti v teoretické €asti textu ukazuji, Zze tomu tak v mnoha realnych situacich také
nebyva. Relevantni technicky pfedpis EN ISO 11266 minimalni dobu respiraéniho testu nedefinuje,
pouze dava doporuceni, aby test netrval déle nez 120 dn(.

Obvykla praxe napravy ekologickych zatézi poskytuje pro realizaci napravného opatfeni dobu tfi let.
Hlavnim cilem laboratorniho respiracniho testu je objektivni dolozeni skuteCnosti, Ze biodegradace
(v idealizovanych podminkach) alespori v néjaké mife probiha. Sekundarnim cilem je potom stanoveni
kinetiky biodegradacniho procesu. Pro dolozeni tohoto hlavniho cile musi probihat respiracni test
nejméné po dobu adaptace. Ta byva v odborné literatufe dokumentovana pro ¢asove useky od nékolika
desitek hodin az po nékolik desitek dnl. Minimalni ¢asova hranice respira¢niho testu se tedy definuje
jen velmi tézko. Podle autor( tohoto textu by ale tato hranice neméla byt krat$i nez jeden mésic. Pro
dolozeni vySe uvedeného sekundarniho cile je potom zapotfebi ziskat takové mnozstvi dat k produkci
oxidu uhliCitého, aby bylo mozné rozumné vykreslit kinetickou rovnici a extrapolovat ji na
predpokladanou dobu napravného opatfeni. Jako vhodné ¢asové rozmezi se zde ukazuje interval 1 — 4
meésice.
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Ad. 2: Technické usporadani respiracniho testu

Zpusob provedeni respiracniho testu pouzity v této praci (viz Obr. 1) vychazel z technickych norem
EN I1SO 14239 a EN ISO 16072. Podle nazoru autorl byly z obou technickych norem vybrany
a zkombinovany nejvyhodnéjsi dil&i konstrukéni a méfici prvky a principy. Mezi Sesti konstrukénimi
principy respira¢niho testu, které nabizi norma EN ISO 14239, byl vybran pratoény systém (flow-through
incubation system), ktery byl zjednodu$en tak, aby kladl minimalni naroky na laboratorni zazemi a pfi
zachovani vyhod tohoto systému (zejména jeho vhodnost pro dlouhodobé testovani). ZjednoduSeni zde
spocivalo zejména v pouziti semi-kontinualniho pratokového rezimu a absenci zachytu oxidu uhli¢itého
ve vstupnim vzduchu. Semikontinualni rezim (oproti pIné kontinualnimu) lépe vystihuje proces
bioremediace v horninovém prostfedi a klade menSi naroky na instrumentalni vybaveni. Vynechani
zachytu oxidu uhli¢itého ve vstupnim vzduchu je umoznéno skuteCnosti, ze bézné pozadové
koncentrace v ovzdusi (400 — 500 ppm) nejsou v daném kontextu nijak vyznamné a bylo takto dosazeno
vyznamného zjednoduSeni aparatury.

Ad. 3: Sledované parametry

NejdulezitéjSim sledovanym parametrem respiracniho testu je koncentrace oxidu uhli¢itého v head-
space vzorkovnic, pfiéemz je vhodné sledovat také o obsahy kysliku, methanu a sirovodiku. U kysliku
jde o dolozeni jeho vyrazného pfebytku v pribéhu testu, v pfipadé methanu a sirovodiku potom
o vylouceni jejich pfitomnosti, které by pfipadné indikovalo jiny nez aerobni rezim. Vstupni analyza
pouzité zeminy zde zahrnuje prvkovou analyzu s ddrazem na toxické prvky a stanoveni C, H, N.
Minimalné na pocCatku a konci respiracniho testu je nutna analyza kontaminace, kde ukolem koncové
analyzy je také prokazani ¢i vylou€eni meziproduktl biodegradace. Podobné na za¢atku a konci testu by
meélo byt provedeno stanoveni kultivovatelnych mikroorganismu.

Ad. 4: Interpretace respiracniho testu

Zakladem pro vyhodnoceni laboratorniho respiraéniho testu je matematicky popis teoretické
respiraéni kfivky specifikovany v technické norm& EN-ISO 17155 ''. Produkci oxidu uhligitého ve
vzorkovnicich je pro tento u€el nutné nejprve normalizovat (vyjadfit v gramech na kilogram zeminy a den
— viz obrazek 1) a nasledné vyhodnotit vztahem pro kinetiku prvniho fadu. Na tomto misté je nutné
pfipomenout hlavni smysl respiraéniho testu — tedy zjiSténi proveditelnosti bioremediacniho zasahu
a odhadu Casové naroCnosti tohoto zasahu. Vypocitana kineticka rovnice vtomto sméru slouZzi
k extrapolaci naméfenych dat a pfesnost odhadu bude tim vétsi, ¢im déle laboratorni respiracni test
pobézi. Zejména je dulezité, aby test bézel dostatec¢né dlouho v ustalené fazi produkce oxidu uhli¢itého.

Zaver

Laboratorni aerobni biodegradace zeminy uméle kontaminované dodekanem prokazetelné dolozila
znacnou Casovou naro¢nost potfebnou pro fadné provedeni laboratorniho respiraéniho testu. Spolehliva
interpretace respiracniho testu je mozna az po dosazeni ustalené rychlosti biodegradace a dostatecné

dlouhém ponechani testované zeminy v této fazi procesu. Jako vhodny ¢asovy rdmec pro provedeni
respiracniho testu je na zakladé zde prezentovanych vysledkd navrzeno rozmezi 1 — 4 mésice.

Podékovani
Tato prace vznikla v ramci projektu OP JAK - ESURET (CZ.02.01.01/00/23_021/0009163).
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Summary

Based on relevant technical standards, the work proposed an experimental setup for a laboratory
respiration test designed to verify the feasibility of aerobic biodegradation of contaminated soil. A 42-day
respiration test was performed on this experimental system, where the input contaminated material was
soil with artificially added dodecane. Through semi-continuous monitoring of the carbon dioxide
produced and additional analyses, a set of data was obtained, on the basis of which an equation for the
kinetics of dodecane degradation was compiled. The equation was then applied to estimate the time
required to reach a hypothetical remediation limit.
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