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I. Cil metodiky

Persistentni organické polutanty (dale jen POPs) patii k velmi rizikové skupiné
kontaminujicich slou€enin, bézné se nachazejicich v zivotnim prostfedi a hromadi-
cich se v plidé. Zde mohou negativné plsobit na vSechny zivé organizmy, z pudy
mohou byt transportovany do potravniho fetézce a ohroZovat zdravi zvitat a lidi.

Hlavnim cilem ptfedkladané metodiky je zhodnotit Gi¢innost substratii vyrobenych
z upravenych lignoceluldéznich materialti s prorostlym myceliem hub hlivy ustfi¢né
(Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm) a poharovky obecné (Crucibulum laeve
Huds.) na degradaci perzistentnich organickych polutanti pfitomnych v kontamino-
vané pud¢. Tato bioremediacni metoda je oznacovana jako mykoremediace. Jako za-
stupce POPs v piid€ bylo vybrano 16 zakladnich polycyklickych aromatickych uhlo-
vodikii (PAU), které jsou dle US EPA (United States Environmental Protection
Agency) oznaCovany za prioritni organické polutanty Zivotniho prostiedi. Vyplozené
substraty z hub jsou v rdmci mykoremediace kontaminované pidy testovany spolecné
s rostlinami kukufice seté¢ (Zea mays L.). DalSim cilem je poskytnout vyrobcim a
pestiteliim hub navod k ptipravé substrati pro péstovani vybranych druhi hub vhod-
nych pro mykoremediace piidy a uvést ovéeny postup na vyuziti substratii pro myko-
remediace pudy kontaminované PAU. Metodika je aplikovatelnd 1 jako bioremedia¢ni
metoda in Situ pfimo na kontaminované zemédélské pidy. Metodika je vhodna pro
spolecnosti zabyvajici se dekontaminacemi PAU v pid¢ a pro podniky, které kladou
velky diiraz na biologické, environmentalné Setrné a ekonomicky pfijatelné zptisoby
odstranéni téchto zdravotné rizikovych a potencidlné karcinogennich latek ze zemé-
deélské pudy.

II. Vlastni popis metodiky

1. Uvod - mykoremediace polycyklickych aromatickyjch
uhlovodiku (PAU)

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) jsou vSudyptitomné organické polu-
tanty zivotniho prostfedi, predev§im ovzdusi, do kterého se dostavaji zejména béhem
nedokonalého spalovani organické hmoty spolecné s emisemi dalSich latek z tady
zdroji, jak uvadi Abdel-Shafy a Mansour (2015):

a) antropogenni zdroje (elektrarny, teplarny, lokalni topenisté, hutnictvi a jing).

b) pfirodni zdroje (vulkanickd ¢innost, lesni a prérijni poZary, mista té¢Zby fosil-
nich paliv).

c) ostatni zdroje (automobilova doprava, nedokonald uprava potravin, tabakovy
kouf a jiné).

Emitovan¢é PAU jsou v prosttedi vysoce perzistentni slouceniny, které se vlivem
suché a mokré atmosférické depozice dostavaji do pidy a vody s jejich néaslednou
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akumulaci v ficnich a rybni¢nich sedimentech nebo bioté vcetné ¢lovéka (Wei et al.,
2015).

U mnohych organizmi mohou PAU vyvolavat karcinogenni, mutagenni, terato-
genni nebo embryotoxické ucinky. Naftalen je zPAU nejvice toxicky a ben-
zo[a]pyren je prokazany karcinogen. Dalsi mozné karcinogeny jsou benzo[a]antracen,
benzo[b]fluoranten, benzo[k]fluoranten, indeno[1,2,3-cd]pyren a dibenz[a,h]antracen
(Chen a Liao, 2006).

Existuji stovky sloucenin a derivati PAU, proto US EPA zavedla seznam 16 za-
kladnich PAU oznacovanych jako prioritni polutanty Zivotniho prostiedi, které se
skladaji ze dvou aZ Sesti aromatickych kondenzovanych benzenovych jader (cykld).
Chemické struktury, jejich systematické nazvy a zkratky, sumarni vzorce a relativni
molekulové hmotnosti vSech 16 PAU jsou uvedeny na Obr. 1. Na zaklad¢ molekulo-
vé hmotnosti, od které se odviji vétSina fyzikaln€ — chemickych vlastnosti PAU, mi-
zeme je dle Eisler (2000) rozd¢lit do skupin na nizkomolekularni PAU (NM PAU,
zahrnujici NA, ACE, AC, FL, FE a AN), stfedné-molekularni PAU (SM PAU, zahr-
nuyjici FLU, PY, BaA a CH) a vysokomolekuldrni PAU (VM PAU, zahrnujici BbF,
BkF, BaP, IP, DA a BP). Z divodu velmi nizké rozpustnosti ve vod¢ jsou PAU pova-
zovany za latky lipofilni, které maji vysokou afinitu k organické hmoté a vyznamné
se tak adsorbuji na organickou hmotu v ptid¢ a sedimentech (Bakker et al., 2000).

Ke kontaminaci zemédélské pudy PAU dochazi atmosférickou depozici nebo
aplikacemi materialli obsahujici PAU, pfedevSim Cistirenskych kala a rybni¢nich se-
diment na zemédé€lskou puadu (Vacha et al., 2011). Limitni preventivni obsah PAU
v zem&délskych pudach CR byl stanoven na 1000 pg/kg suché hmotnosti pady (dale
jen s.h.) dle Vyhlasky ¢. 153/2016 Sb., o stanoveni podrobnosti ochrany kvality ze-
médelské ptidy a o zméné vyhlasky ¢. 13/1994 Sb., kterou se upravuji nékteré
podrobnosti ochrany zemédélského pldniho fondu (dale jen Vyhlaska ¢. 153/2016
Sb.). Na zakladé monitorovani obsahu PAU zemédélskych pid CR, bylo zjisténo, Ze
nejvice kontaminované puidy jsou v Usteckém a Severomoravském kraji (Vacha et
al., 2015).

Z divodil zachovani trvale udrzitelného rozvoje a nenaruseného Zivotniho pro-
sttedi, které piedstavuje jednu z nejvysSich hodnot lidské spolecnosti, je tfeba hledat
zpusoby, jak tyto polutanty odstranit z zivotniho prostfedi s ohledem na udrzeni zdra-
vi lidi v¢etné bioty (Vidali, 2001).

Bioremediace ptedstavuji u€inné, environmentalné Setrné a ekonomicky vyhodné
postupy vedouci k degradaci nebo dekontaminaci polutantli z jednotlivych slozek Zi-
votniho prostiedi, pfedevsim ptid, pomoci cileného piisobeni vybranych druhi mik-
roorganizmul — bakterii, hub, plisni, fas, rostlin nebo Zivoc¢ichi. Bioremediace probi-
haji za podpory autochtonnich spolecenstev mikroorganizmi (bakterii, hub nebo ji-
nych) pfirozené se vyskytujicich v ptidé (Adams et al., 2015).

2.



Obr. 1: Chemické struktury, systematické nazvy, sumarni vzorce
a relativni molekulové hmotnosti 16 US EPA PAU
(Anyakora a kol., 2005; Atkins et al., 2010. Do ¢estiny upravil Z. Kosnar)
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Mezi vyznamné metody bioremediace (biodegradace) PAU v Zivotnim prostiedi
patfi:

a) fytoremediace, kterd dle Pueke a Rennenberg (2005) spociva v cilené aplikaci
vybranych druhi rostlin schopnych biodegradace PAU v pidé.

b) bioaugmentace, kterd dle Winquist et al. (2014) spociva v cilené aplikaci speci-
fickych kmeni bakterii schopnych biodegradace PAU v pude.

c¢) mykoremediace, ktera dle Agnello et al. (2016) predstavuje cilené aplikace
specifickych kmentl hub nebo plisni schopnych biodegradace PAU v pudé.

Mykoremediace jsou velice perspektivni a ii€¢inné metody vyuzivajici cilené apli-
kace hub ,,bilé hniloby* (z angli€itny ,,white rot fungi*), které produku;ji ligninolytic-
ké enzymy schopné biodegradovat PAU (Agnello et al., 2016).

Houby piedstavuji rozsahlou skupinu eukaryotnich heterotrofnich organizmi,
které pfijimaji Ziviny ve form¢ organickych latek. Bylo prokazano, ze né€které druhy
hub jsou schopné oxidovat PAU (Cerniglia, 1993).

Obr. 2 uvadi obecné schéma biodegradace PAU pomoci bakterii, neligninolityc-
kych a ligninolytickych hub. Transformace PAU pomoci hub se rozdéluje na dva za-
kladni metabolismy: neligninolyticky a ligninolyticky, ve kterych dochazi k detoxifi-
kaci PAU pomoci neligninolytickych a ligninolytickych enzymt (Haritash a Kaushik,
2009).

Obr. 2: Schéma aerobni a anaerobni biodegradace PAU pomoci bakterii,
ligninolytickych a neligninolytickych hub (Haritash a Kaushik, 2009.
Do ¢eStiny upravil Z. KoSnar)
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Vétsina neligninolytickych hub (napt. Aspergillus niger, Cunninghamella ele-
gans, Chrysosporium pannorum), které nerostou na dieve, produkuji neligninolyticky
enzym cytochrom P-450 monooxygenazu schopny oxidace benzenovych jader bez
jejich rozstépeni.

Na druhé strané, ligninolytické houby (napft. Irpex lacteus, Pleurotus ostreatus,
Phanerochaete chrysosporium), které rostou na dieve, jsou schopny produkce ligni-
nolytickych enzymi peroxiddzy a lakdzy schopnych oxidace benzenovych jader
s jejich naslednym rozstépenim (Bamforth a Singleton, 2005). Rozsdhly ptehled hub
vyuzivanych v mykoremediacich uvadi Ferndndez-Luqueio et al. (2011).

Metabolizmus PAU u neligninolytickych druhii hub za¢ina oxidaci aromatického
jddra enzymem cytochrom P-450 monooxygenazou, kdy vznikaji arenoxidy PAU,
z kterych neenzymatickym ptfesmykem vznikaji fenoly PAU. Tyto slouceniny slouzi
jako substraty pro nasledné reakce za vzniku konjugiti PAU (napi. ortho-
glukoronidy, glykosidy nebo sulfity) s menSi toxicitou a vysSS$i rozpustnosti.
V piipad¢ ptlisobeni epoxid hydrolaz na vzniklé arenoxidy PAU vznikaji trans-
dihydrodioly PAU jako kone¢né produkty degradace (Haritash a Kaushik, 2009).
U ligninolytickych hub se rozliSuji dva druhy zakladnich enzym: peroxidazy a laka-
zy. Tuor et al. (2005) dale uvadéji, Ze mezi nejzkoumang)si extracelularni ligninoly-
tické enzymy schopné detoxifikovat PAU patii peroxidazy, které v zavislosti na typu
rozkladu substrdtu miizeme rozdé€lit na lignin peroxidazu a mangan-dependentni
peroxidazu. Bylo prokazano, Ze fenol-oxiddzové enzymy, obecné lakéazy, jsou také
schopné oxidovat PAU. Vlivem ¢innosti ligninolytickych enzymi dochazi k postupné
oxidaci PAU za vzniku chinonii PAU s naslednym S$tépenim benzenovych jader za
vzniku karboxylovych kyselin. Plisobenim ligninolytickych enzymiti miize dochazet
az k aplnému rozkladu PAU na kone¢né produkty CO, a H,O.

Mnoho autort uvadi, Ze vyuziti hub bilé hniloby, zejména houby Pleurotus ost-
reatus nebo jinych zastupct basidiomycet (rody Irpex, Trametes, Phanerochaete,
Ganoderma) jsou velice perspektivni pro jejich mozné vyuziti v mykoremediacni
praxi (Canet et al., 2001; Li et al., 2012; Garcia-Delgado et al., 2015).

2. Mykoremediace pudy kontaminované PAU
pomoci substratu na bazi dfevni stépky kolonizovaného
houbou Pleurotus ostreatus

2.1 Metodicky pfistup

Predmétem studia bylo ovéteni riiznych druhti substrati vyrobenych z dievni
jablonové $tépky po péstovani hlivy ustfiéné (Pleurotus ostreatus (Jacq. Ex Fr.) P.
Kumm.) na mykoremediace plidy kontaminované polycyklickymi aromatickymi uh-
lovodiky (PAU). Houbové substraty byly testovany v piidé kontaminované PAU jak




samostatn¢, tak 1 v kombinaci s rostlinami kukufice seté¢ (Zea mays L. var. colisee)
s cilem ov¢étit jejich vliv na zménu obsahu PAU v padé€ v nddobovych experimentech.

Pidni vzorky byly odebrany z orni¢ni vrstvy (hloubka 0 — 20 cm) zemédélsky
vyuzivaného pole (49°33'16" N, 15°21'2" E) nedaleko mésta Humpolec (kraj Vysoci-
na, CR). Ptida pro nadobové experimenty byla pied pouZitim vysusena na vzduchu,
homogenizovana a pteseta pres 5 mm sito. Zakladni fyzikdln¢ — chemické vlastnosti
odebrané pidy (kambizem modalni) shrnuje Tab. 1. Pro experimenty byla vyuzita
ornd piida s obsahem PAU pod mezi detekce. Pro nasledné experimenty byla pida
kontaminovana standardy 16 zakladnich US EPA PAU o koncentraci 2000 pg/ml
v methylchloridu pro kazdy jednotlivy PAU (Restek, USA). Déavka 160,1 pl roztoku
standardu PAU o koncentraci 2000 pg/ml byla aplikovana rozpu$ténd v hexanu
(100 ml) tak, aby obsah PAU dle Vachy (2015) reflektoval obsah PAU
v kontaminovanych zemédélskych ptidach CR. Stanovena vychozi primérna suma
vSech PAU byla 1506,5 + 34,0 ug/kg suché zeminy (Graf 1).

Graf 1: Vstupni obsah jednotlivych frakci PAU a celkovy obsah PAU
v kontaminované padé (prumér £ SD; n = 8)
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Na mykoremediacni oSetfeni ptid kontaminovanych PAU byly vyuzity cilené vy-
robené substraty z jablonové Stépky o rtuzné velikostni frakeci, které byly prorostlé
myceliem hlivy. Frakce §tépky o délce 10 — 30 mm byla nadrcena z jednoletych vétvi
stépkovadem (Vermeer BC160XL, Transtechnik CS, CR). Frakci §tépky o délce 30 —
50 mm, tvotily odpadni kusy dieva vzniklého pfi drceni celych jabloni v¢etné kotent.
Pted osédzenim sadbou hlivy byly oba typy $tépky zality horkou vodou (cca 90 °C) a
ponechany v mistnosti s teplotou 30 °C k nasledné inkubaci po dobu 2 dnti. Po skon-
¢eni teplotniho procesu byla drt’ $tépky zaoCkovana sadbou hlivy diikkladnym promi-
chanim s 2 % (w/w) sadby hlivy. Substrat prortistal myceliem hlivy po dobu 6 tydnii.
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Vsechny frakce dievni $tépky uspokojivé prorostly podhoubim hlivy, ¢imZ se proka-

zalo, Ze jsou vSechny typy nadrceného materialu vhodné k dalSimu pouziti.

Tab. 1: Zakladni fyzikalné — chemické pddni charakteristiky zeminy z Humpolce

Charakteristika Hodnota
pH (CaCl,) 5,31
EC (mS/cm) 0,14
KVK (mmol/kg) 158
Crot (9/kg) 18,3
Niot (97kQ) 1,35
CIN 13,7
Pumeniich 11 (9/kg) 0,08
Kmehiich 11 (9/KQ) 0,19
Caweniich m (9/kg) 1,58
MQmeniich 111 (9/kQ) 0,15
IDpseudotot (g/kg) 0,90
K pseudotot (g/kg) 9,63
Ca pseudotot (g/kg) 1 ,83
MQ pseudotot (Q/kg) 8,47

V nasledném experimentu byly vyuzity celkem tfi druhy hlivovych substrati od-

vozenych dle vyuzité velikostni frakce §tépky:
a) S1: substrat z frakce 10 — 30 mm,
b) S2: substrat z frakce 30 — 50 mm
c) S3: smé&s substratii S1 a S2 v poméru 1:1 (w/w).

Obr. 3: Substrat ze Stépky frakce 10 — 30 mm s viditelné prorostlym myceliem hlivy




Nédobovy experiment byl zaloZen ve venkovni vegetacni hale Katedry agroenvi-
ronmentalni chemie a vyzivy rostlin (KAVR), FAPPZ, CZU v Praze. Pii zaloZeni po-
kusu bylo do 6,0 I plastovych nadob (h: 20,5 cm a ©: 24,0 cm) navaZeno 5,0 kg ze-
miny kontaminované¢ PAU smichané s hnojivym roztokem (0,5 g N ve formé
NH4NO;; 0,16 g P a 0,4 g K ve form¢ K,HPO,) a nasledn¢ smichané s 5 % (w/w)
prorostlého substratu (Cy; = 44,9 %; Ny = 1,02 %) dle variant experimentu uvede-
nych v Tab. 2.

Tab. 2: Schéma a popis variant nadobového experimentu na mykoremediace
zeminy kontaminované standardy PAU pomoci substratu prorostlych hlivou

Varianta Popis slozeni

KZ zemina + PAU bez pfidavku substratu

KZ+S1 | zemina + PAU s pfidavkem substratu S1 (frakce10 — 30 mm)

KZ+S2 | zemina + PAU s pfidavkem substratu S2 (frakce 30 — 50 mm)

KZ+S3 | zemina + PAU s pfidavkem substratu S3 (smés S1 a S2 — 1:1 (w/w))

KZ+R | zemina + PAU bez pfidavku substratu + rostliny

KZ+S1+R | zemina + PAU s pfidavkem substratu S1 (frakce10 — 30 mm) + rostliny

KZ+S2+R | zemina + PAU s pfidavkem substratu S2 (frakce 30 — 50 mm) + rostliny

KZ+S3+R | zemina + PAU s pfidavkem substratu S3 (smés S1 a S2 — 1:1 (w/w)) + rostliny

V ptipad¢ variant s rostlinami bylo do kazdé nadoby zaseto pét semen kukuftice
(osivo dodané od KWS, SRN) a po 15 dnech rlstu rostlin byl jejich pocet zredukovan
na tfi. Nadoby byly béhem prabéhu experimentu pravidelné zalévany deionizovanou
vodou tak, aby byla zachovédna cca 60% nasycenost plidnich portt vodou. Varianty
pokusu s rostlinami jsou zachyceny na Obr. 5. Povrch ptdy byl pravidelné kypten a
odplevelovan pro zajisténi optimalniho ristu rostlin.




Obr. 5: Prubéh nddobového experimentu s kuku/ici péstovanou
na pddé kontaminované PAU s pridavky hlivovych substratd
ze Stépky razné velikosti (60 dnd od zaseti)

—a R, b=

Experiment byl ukonc¢en po 120 dnech. Sklizena kukufice byla rozd€lena na ko-
fen a nadzemni biomasu (stonek s listy). Po sklizni rostlin byly také z celého piidniho
profilu odebrany vzorky zemin pro ndsledné stanoveni celkového obsahu PAU
v pud¢ vcetné¢ obsahu frakci nizkomolekuldrnich, stfedné a vysokomolekularnich
PAU (NM, SM a VM PAU).

Obsah PAU ve vzorcich zemin a rostlin byl stanoven na plynovém chromatografu
s hmotnostni detekci (GC/MS, Agilent, USA). Pro vyhodnoceni vysledki byla pouzi-
ta jednofaktorova analyza rozptylu (ANOVA) s naslednym post-hoc Tukeyeho tes-
tem na hladin€ vyznamnosti P < 0,05 (Statistica 12, StatSoft, USA). Mezi variantami
oznacenymi rozdilnymi malymi pismeny byly zaznamenany statisticky vyznamné
rozdily.

2.2 Vliv substrata a rostlin na obsah PAU v padé

Po ukonceni experimentu byly sledovany zmény obsahu PAU v ptd¢ jednotli-
vych variant. Tab. 2 pfehledné uvadi procentuadlni pokles zkoumanych frakci PAU
v pidé po 120 dnech trvani experimentu. Ze ziskanych vysledkil bylo ziejmé, Ze
v ptipadé¢ aplikace hlivou prorostlého substratu S1 (frakce 10 — 30 mm) do ptidy kon-
taminované PAU bez rostlin (varianta KZ+S1 viz Obr. 6: A) doslo k prikaznému sni-
zeni obsahu jednotlivych frakci PAU (NM, SM a VM) a v ptipad¢ celkového obsahu
sumy 16 PAU se jednalo 0 36,0 + 1,3 % sniZeni v pidé€. Rozdil mezi vlivem substratu
S2 (frakce 30 — 50 mm) a S3 (smés S1 a S2) na pokles obsahu PAU v piid¢é nebyl
prukazny, avsak v obou ptipadech doslo k prikaznému snizeni obsahu PAU ve srov-
nani s kontrolni variantou (KZ). Podobny trend byl pozorovan i v ptipadé variant
s rostlinami. Vliv rostlin kukufice na zvySeni ucinnosti degradace PAU v pidé
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(varianta KZ+S1+R viz Obr. 6: B) ve srovnani s variantou bez rostlin (KZ+S1) nebyl
ztejmy, avSak v obou ptipadech doslo ke sniZzeni obsahu PAU pod limitni preventivni
hodnotu 1000 pg/kg s.h. zeminy danou Vyhlaskou ¢. 153/2016 Sb.

Tab. 2: SniZeni obsahu frakci NM, SM, VM PAU a celkovych PAU
(%; prumér = SD; n = 4) z celkového obsahu PAU v padé

Puda bez rostlin (%)
KZ KZ+S1 KZ+S2 KZ+S3
NM PAU 2,5+0,6¢c 14,7 £ 1,3a 8,4+0,7b 9,3+0,4b
SM PAU 1,5+0,4c 10,8 £ 2,2a 53+1,3b 53+0,2b
VM PAU 1,4 £ 0,5¢ 10,5+ 0,5a 59+1,4b 54+0,7b
Celkem PAU 54 +0,3c 36,0 £ 1,3a 19,6 +2,3b 20,0+ 0,8b
Plda s rostlinami (%)
KZ+R KZ+S1+R KZ+S2+R KZ+S3+R
NM PAU 2,7+0,7c 14,6 £ 1,8a 9,3+0,5b 9,8 +0,5b
SM PAU 1,3+ 0,4c 10,4 +1,2a 6,9 +1,5b 6,4 +1,6b
VM PAU 1,6 £ 0,5¢ 11,2+ 0,4a 51+1,4b 5,1+0,5b
Celkem PAU 56+ 1,4c 36,2 + 2,5a 21,3+1,8b 21,3+ 1,6b

Obr. 6: A) Mykoremediace PAU v pudé s rostlinami a s pfidavkem
hlivového substratu (frakce 10 — 30 mm),
B) Mykoremediace PAU v pudé s pfidavkem
hlivového substratu (frakce 10 — 30 mm) bez rostlin

2.3 Sledovani vlivu PAU v pudé po aplikaci substrati na rast a vynos rostlin

V pribchu nddobového experimentu byla po dobu 120 dnili pravidelné kazdych
15 dni zaznamenavana vyska rostlin kukufice v ramci jednotlivych variant. Ze ziska-
nych hodnot uvedenych v Tab. 3. bylo zjisténo, Ze testované pridavky hlivovych sub-
stratu nem¢ly vliv na riist rostlin béhem vegetace. Po sklizni rostlin byly také sledo-
vany vynosy suSiny nadzemni biomasy a kofenli kukufice, které jsou uvedeny
v Tab. 4. Testované ptidavky PAU negativné neovlivnily vynosy susiny zkoumanych
¢asti rostlin kukufice.
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Tab. 3. VySka (cm; pramér £ SD; n = 4 ) rostlin kukufice
béhem 120 denniho vegetacniho experimentu

Dny KZ+R KZ+S1+R KZ+S2+R KZ+S3+R
15 33,5+ 5,2a 27,5+ 7,0a 29,0+ 6,1a 31,3+ 2,2a
30 73,8 +9,2a 69,0 + 11,6a 70,3 + 9,0a 69,8 + 4,0a
45 97,0+6,7a 103,8 + 3,8a 105,0 +6,4a 92,5+ 11,2a
60 136,5+ 11,2a | 126,8+13,0a | 1245+ 11,6a | 119,56+ 11,4a
75 155,5+9,7a 144,3 + 5,6a 146,0 £ 3,7a 139,8 + 10,8a
90 193,3 £ 5,9a 194,0 £ 7,3a 196,5 £ 9,3a 189,0 + 11,3a
105 195,565 +4,9a 194,8 + 6,6a 197,5+7,2a 191,3 +7,6a
120 196,0 £ 5,4a 194,8 + 4,5a 197,8 £ 5,6a 194,0 + 6,9a

Tab. 4: Vynos susiny (g/naddoba; prumér + SD; n = 4) nadzemni biomasy a korfend
kukufice po sklizni 120 denniho vegetacniho experimentu

Sast rostliny KZ+R KZ+S1+R | KZ+S2+R | KZ+S3+R
Neezer terees T 11 11 ’68: 103,4+29a | 1059 +6.1a | 101,7 + 7.6a
Kofeny 168+31a | 174+25a | 157+20a | 146 1.9a

2.4 Vliv substratd a péstovanych rostlin na pfijem PAU z pady

V ramci vegetaéniho experimentu byl sledovan vliv houbovych substratii na pii-
jem PAU z pidy kontaminované PAU. Vysledky zastoupeni jednotlivych frakci PAU
(%) v kofenové ¢asti kukutice shrnuje Tab. 5. V ptipad¢ aplikace substratu S1 (frakce
10 — 30 mm) byla zaznamendna nejvyssi schopnost extrakce PAU z plidy do kofeni
(119,9 £ 6,7 pg/kg s.h.). Schopnost extrakce PAU z plidy rostlinou neméla vliv na
celkovy pokles obsahu PAU v ptidé ve srovnani s variantami, které byly bez rostlin.
V nadzemni biomase byly sledované obsahy PAU pod mezi detekce. Z toho vyplyva,
ze v kotenech dochazi k akumulaci PAU bez nasledné degradace nebo dalSiho pohy-
bu rostlinou.

Tab. 5: Obsah NM, SM, VM PAU a sumy 16 PAU (ug/kg s.h.; prdmér £ SD; n = 4)
v kofenech kukufice sklizené po 120 dnech trvani experimentu na mykoremediace

Dny KZ+R KZ+S1+R KZ+S2+R KZ+S3+R
NM PAU n.s.’ 60,7 + 8,1a 35,4 +5,7b 35,9 + 8,5b
SM PAU n.s. 40,4 + 5,6a 20,4 + 3,0b 17,2 +2,7b
VM PAU n.s. 18,8+ 2,4 n.s. n.s.

PAU n.s. 119,9 + 6,7a 65,2 + 4,4b 69,1 + 10,7b

n.s.: nebylo stanoveno
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3. Mykoremediace pudy kontaminované PAU
pomoci substratu na bazi obilného zrna
kolonizovaného houbou Crucibulum laeve

3.1 Metodicky pfistup

Predmétem dalSiho studia bylo ovéteni vyuziti substratii na bazi obilnych zrn pro-
rostlych myceliem poharovky obecné (Crucibulum laeve Huds.) pii mykoremediaci
pudy kontaminované PAU. Tyto houbové substraty byly aplikovany v kontaminova-
né pud¢ jak samostatng, tak 1 v kombinaci s rostlinami kukufice seté¢ (Zea mays L.
var. colisee) za ucelem ovéfeni zvySeni mykoremediacni G¢innosti houbovych sub-
stratlh béhem naddobovych experimenti.

Pidni vzorky byly odebrany z orni¢ni vrstvy (hloubka 0 — 20 cm) zemédé€lsky
vyuzivaného pole (49°50'08" N; 18°17'33" E) nedaleko feky OlSe na okraji mésta Ost-
ravy (Moravskoslezsky kraj, CR). Tato oblast je dle Vachy (2015) nechvalné znama
z divodu vyskytu zemédé€lskych pid kontaminovanych PAU, jejichz obsah se
v pudach v poslednich letech neustale zvysuje, predevsim diky jejich vysoké akumu-
laci a perzistenci v piidé. Odebrana piida pro nadobové experimenty byla pied pouzi-
tim vysuSena na vzduchu, homogenizovéana a pieseta pies 5 mm sito. Zakladni fyzi-
kaln¢ — chemické vlastnosti odebrané ptdy (fluvizem modalni) shrnuje Tab. 6.

Tab. 6: Zakladni fyzikalné — chemické puadni charakteristiky zeminy z Ostravy

Charakteristika Hodnota
pH (CaCly) 7,5
EC (mS/cm) 0,13
KVK (mmol./kg) 76
Ciot (9/kg) 36,7
Niot (9/kg) 2,9
C/N 12,7
Pueniich m(9/kg) 0,08
Kumehiich i (9/KQ) 0,11
Cawmeniich 11 (9/kg) 1,54
Mgwmehiich i (9/kQ) 0,12
I:)pseudotot (g/kg) 1 ,37
K pseudotot (g/kg) 7,34
Ca pseudotot (g/kg) 1 ,75
Mg pseudotot (g/kg) 5,42

V odebrané ptidé pro nasledné experimenty byl stanoven vstupni celkovy obsah
PAU a obsah individualnich 16 US EPA PAU, které jsou uvedeny v Grafu 2. Vycho-
zi primérnd suma vSech PAU byla stanovena v hodnoté 1132,2 + 20,8 ug/kg s.h.
(n=4). Dle vyhlasky Ministerstva Zivotniho prostiedi ¢. 153/2016 Sb., kterou se me-
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ni nékteré podrobnosti ochrany zemédé€lského ptadniho fondu, je stanoven limit cel-
kové sumy PAU v hodnoté¢ 1000 pg/kg s.h. zeminy. Z celkového obsahu sumy
16 PAU ptevazovala suma VM PAU ve vysi 423,0 = 13,2 ug/kg s.h. zeminy a suma
SM PAU byla 445,7 + 7,5 ng/kg s.h. zeminy. Déale suma NM PAU dosahovala 264,3
+ 4.4 ng/kg s.h. zeminy.

Graf 2: Vstupni obsah 16 individuélnich US EPA PAU v kontaminované pudé
odebrané z ostravského pole (ug/kg s.h.; prumér + SD; n = 8)

160 -
140 -
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60
a0 -
20 -

PAU pg/kg zeminy

Na mykoremediace pidy kontaminované PAU byly vyuZity substraty prorostlé
myceliem poharovky obecné (Crucibulum leave). Poharovka obecna byla zakoupena
od némecké spolecnosti Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ
8451). Zakoupené kmeny hub byly pfed pouzitim uskladnény v klimaboxu pii 4 °C a
pred-kultivovany pti 24 °C na agaru obsahujicim 2 % sladovy extrakt po dobu dvou
tydnti k dosaZeni Cerstvého inokula.

Jako vhodny substrat pro pfipravu inokula poharovky bylo vybrano zrno je¢me-
ne. Pfed vlastni inokulaci substratu bylo 250 g zrna je¢mene pielito 150 mL destilo-
vané vody v 1 L sklenénych nadobach a zakryto hlinikovou folii (Obr. 7: A). Nasled-
n¢ bylo zrno sterilizovano v autoklavu pii 121 °C po dobu 45 minut. Substrat na bazi
zrna jeCmene byl néasledné inokulovan 10 mL suspenze vytvotrené ze Ctyt bloCkl aga-
ru prorostlého myceliem houby homogenizované v 80 mL sterilni vody (55 % v/w).
Mycelium houby proristalo substratem po dobu 4 tydnd. Na Obr. 7: B jsou uvedeny
substraty prorostlé myceliem poharovky, které byly nasledné vyuzity na mykoreme-
diace kontaminované pidy.
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Obr. 7: A) Substrat na bazi zrna jeémene pred inokulaci,
B) Substrat na bazi zrna je¢mene prorostly myceliem poharovky

A T

Nédobovy experiment byl zaloZen ve venkovni vegetacni hale Katedry agroenvi-
ronmentalni chemie a vyzivy rostlin (KAVR), FAPPZ, CZU v Praze vybavené auto-
matizovanou zatahovaci stfechou chranici rostliny proti vodnim srazkam a nadmér-
nému slunecnimu svitu. Pii zaloZeni experimentu bylo do 6,0 1 plastovych nadob
(h: 20,5 cm a @: 24,0 cm) navazeno 5,0 kg zeminy kontaminované PAU smichané
s hnojivym roztokem (0,5 g N ve form¢é¢ NH4;NOs; 0,16 g P a 0,4 g K ve forme
K,;HPO,) a nasledné¢ smichané s 3,5 % (w/w) prorostlého substratu dle variant expe-
rimentu uvedenych v Tab. 7.

Tab. 7: Schéma a popis variant nadobového experimentu na mykoremediace
zeminy kontaminované standardy PAU pomoci substratd prorostlych poharovkou

Varianta Popis slozeni
KZ kontaminovana zemina bez pridavku substratu
KZ+S kontaminovana zemina s pfidavkem substratu
KZ+R kontaminovana zemina bez pfidavku substratu s rostlinami
KZ+S+R kontaminovana zemina s pfidavkem substratu a s rostlinami

V ptipad¢ variant s rostlinami bylo do kazdé nadoby zaseto pét semen kukuftice
(osivo dodané od KWS, SRN) a po 15 dnech rlstu rostlin byl jejich pocet zredukovan
na tfi. Nadoby byly béhem prabéhu experimentu pravidelné zalévany deionizovanou
vodou tak, aby byla zachovana cca 60% nasycenost plidnich por vodou. Pritbéh vege-
tace rostlin po prvnich 15 dnech ristu je zachycen na Obr. 8. V piipad¢ nutnosti byl
povrch pudy pravidelné¢ manudlné kypien a odplevelovan pro zajisténi optimalniho
rustu rostlin.
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Obr. 8: A) Kukufice péstovana na kontaminované ptdé bez pfidavku substratu,
B) Kukufice péstovana na kontaminované pudé s pfidavkem substratu
prorostlého myceliem poharovky

Experiment byl ukoncen po 180 dnech. Sklizené kukufice byla po 120 dnech roz-
d€lena na kofen a nadzemni biomasu (stonek s listy). Po sklizni rostlin byly také
z celého pidniho profilu odebrany vzorky zemin pro nasledné stanoveni celkového
obsahu PAU v padé¢ vcetné obsahu frakce nizkomolekularnich, stfedné¢ a vysokomo-
lekularnich PAU (déle jen NM, SM a VM PAU).

Obsah PAU ve vzorcich zemin a rostlin byl stanoven na plynovém chromatografu
s hmotnostni detekci (GC/MS, Agilent, USA). Pro vyhodnoceni vysledki byla pouzi-
ta jednofaktorova analyza rozptylu (ANOVA) s naslednym post-hoc Tukeyeho tes-
tem na hladin€ vyznamnosti P < 0,05 (Statistica 12, StatSoft, USA). Mezi variantami
oznacenymi rozdilnymi malymi pismeny byly zaznamenany statisticky vyznamné
rozdily.

3.2 Vliv substratu a rostlin na obsah PAU v piadé

V Grafu 3 jsou uvedeny procentualni poklesy obsahu frakci nizkomolekuldrnich
PAU (NM PAU), stiednémolekuldrnich PAU (PAU), vysokomolekuldrnich PAU
(VM PAU) a také celkovych PAU v ptd¢ jednotlivych variant odebiranych v pribéhu
mykoremedia¢niho experimentu po 60, 120, 150 a 180 dnech.

Ze ziskanych vysledkl analyzy PAU po ukonceni experimentu bylo ziejmé, Ze
v ptipad¢ aplikace substratu prorostlého poharovkou (C. leave) do kontaminované
pudy oséazené rostlinami kukufice (varianta KZ+S+R), doslo ke statisticky prikazné-
mu sniZzeni obsahu NM PAU o 62,3 % (171,2 pg/kg s.h.) ve srovnani s ostatnimi va-
riantami pokusu. Ve stejné varianté KZ+S+R byl v ptipad¢ poklesu obsahu SM PAU
zaznamenan podobny vyvoj, kdy doslo k prikaznému snizeni jeho obsahu o 75,7 %
(326,7 pg/kg s.h.) oproti kontrolni varianté¢ (KZ), avSak tato zména nebyla prikazna
ve srovnani s variantami KZ+S a KZ+R. Dale, v uvedené variant¢ KZ+S+R se obsah
VM PAU prokazatelné snizil az 0 52,2 % (215,9 pg/kg s.h.) ve srovnani s ostatnimi
variantami pokusu.
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V piipad¢ sledovani poklesu celkové obsahu PAU v pidé bylo zjisténo, ze ve va-
riant¢ s pridanymi houbovymi substraty a s rostlinami (KZ+S+R) se suma PAU sta-
tisticky prtikazné snizila o 56,8 % (635,2 pg/kg s.h.). Celkovy obsah PAU v pide¢ se
za dobu 180 dni snizil pod limitni hodnotu 1000 pg/kg zeminy danou Vyhlaskou
¢. 153/2016 Sb. na 475,1 pg/kg s.h. z vychoziho obsahu 1110,4 pg/kg s.h zeminy.

Graf 3: Snizeni obsahu jednotlivych frakci NM, SM a VM PAU
a celkového obsahu PAU (%) v prubéhu mykoremediace
kontaminované pudy (ug/kg s.h.; prdmér £ SD; n = 4)
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3.3 Sledovani vlivu PAU v pudé po aplikaci substratd na rast a vynos rostlin

V pritbé¢hu nddobového experimentu byla po dobu 120 dni pravidelné kazdych
15 dni zaznamenavana vyska rostlin kukufice v rdmci jednotlivych variant. Ze ziska-
nych hodnot uvedenych v Grafu 4 bylo zjisténo, ze testované piidavky substratu pro-
rostlého poharovkou mély vliv na rlst rostlin béhem vegetace, kdy kukufice po dobu
prvnich 45 dna dosahovala nizsi vySky nez kukufice rostouci na ptidé¢ bez substratu.
Od 60 dnl experimentu byl rist rostlin vyrovnany. Po sklizni rostlin byly také sledo-

vany vynosy suSiny nadzemni biomasy a kofenli kukufice, které jsou uvedeny
v Tab. 8.
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Graf 4: VySka (cm; pramér = SD, n=4) rostlin kukurice
v prubéhu 120 denniho experimentu p/i mykoremediaci pady
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Tab. 8: Vynos susiny (g/naddoba; prumér + SD, n = 4) nadzemni biomasy a korfent
kukufice sklizené za 120 dni trvani experimentu p/i mykoremediaci pady

Cést rostliny KZ+R KZ+S+R
Nadzemni biomasa 111,2 + 10,4a 94 4 + 2 9a
Kofeny 10,1 £ 0,4a 10,0 +4,1a

3.4 Vliv substratd a péstovanych rostlin na pfijem PAU z pady

Tab. 9 uvadi obsahy jednotlivych frakci NM, SM, VM a celkovych PAU
v kofenech a také v nadzemni biomase kukufice. V piipad¢ varianty, kdy byl apliko-
van substrat do pudy, (varianta KZ+S+R) doslo k prokazateln¢ vyssi akumulaci PAU
v kotenech (114,1 + 1,3 pg/kg s.h.). Ve stejné varianté byl také zaznamenan prikazné
vyssi piijem PAU (66,3 + 0,6 ug/kg s.h.) z kofenit do nadzemni biomasy. V obou va-
riantdch byl stanoven obsah PAU vys$i nez je limitni obsah PAU v potravinach
(10 pg/kg s.h.), ktery je stanoven Vyhlaskou €. 53/2002 Sb., kterou se stanovi che-
mické pozadavky na zdravotni nezdvadnost jednotlivych druhii potravin a potravino-
vych surovin, podminky pouziti latek ptidatnych, pomocnych a potravnich doplikii,

ve znéni vyhlasky ¢. 233/2002 Sb.

Tab. 9: Obsah NM, SM, VM PAU a sumy 16 PAU (ug/kg s.h.) v nadzemni biomase
a v kofenech kukufice sklizené po 120 dnech trvani experimentu na mykoremediace

Koreny Nadzemni biomasa
KZ+R KZ+S+R KZ+R KZ+S+R
NM PAU 33,0+ 2,7b 62,0 £ 6,0a 19,7 £ 2,6b 31,6 £4,4a
SM PAU 26,9+ 1,6b 47,3+ 1,3a 21,1+1,0b 32,4 £1,2a
VM PAU 43,8 £ 1,5b 49,5+ 0,7a 29,2 £ 0,5b 32,6 £0,4a
PAU 78,4 +1,8b 114,1+13a | 50,5+1,1b 66,3 + 0,6a
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III. Srovnani novosti postupu

Navrzena mykoremediacni technika vedouci ke sniZzeni obsahu perzistentnich or-
ganickych polutant typu PAU predstavuje unikatni, environmentalné Setrnou a niz-
kondkladovou bioremedia¢ni metodu zachovavajici ptirozené funkce pidy.

Predlozend metodika podava uceleny souhrn poznatki ziskanych studiem litera-
tury a pfedev§im vyhodnocenim a zpracovanim vlastnich vegetacnich pokust, které
probihaly na CZU v Praze v letech 2015 — 2016, ve kterych byly hodnoceny vlivy
piidavki substratii z hub na chovani obsahu jednotlivych 16 PAU (dle US EPA)
v kontaminované pid¢. Zcela nové byla v mykoremediacich PAU testovdna poha-
rovka obecna (Crucibulum laeve). Metodika také nové hodnoti i spolecné pisobeni
substratil s rostlinami. V metodice je zohlednéna jak degradace standardnich slouce-
nin PAU v puidé, tak 1 pisobeni hub na PAU v kontaminované orné piidé odebrané
z oblasti se silnou antropogenni zatéZi na izemi Ceské republiky.

Poznatky z vegetanich experimenttl, ve kterych se testovaly rlizné druhy substra-
tl z hub na mykoremediace PAU v pidé bez rostlin, ale i na zvySeni fytoremediacni
ucinnosti vybranych druhi rostlin, Ize shrnout do nasledujicich bod:

1. Pro vyrobu substratu dievnich ligninolytickych hub byla pouzita §tépka ze die-
va listnatych stromli nebo zrno obilnin. Vyhoda $tépky spociva v tom, Ze se jedna
o odpadni produkty z ovocnafstvi, sadovnictvi nebo z poskliziiovych zbytkli a je
moznd jeji homogenni aplikace v provoznich podminkach. Nase doporu¢ena metoda
ptipravy substratu pro dievni houby spociva v teplotnim oSetieni substratu pii 121 °C
v autoklavu po dobu 4 — 6 hodin.

2. Metodika predklada nové a dosud velmi malo zndmé udaje o chovani obsahu
nizkomolekuléarnich, stfednémolekalrnich a vysokomolekularnich PAU v ptdé¢, ale 1
v systému ptlida — rostlina s ptidavky lignoceluldéznich substratti obsahujici lignolytic-
ké houby hlivy ustfi¢né (Pleurotus ostreatus) nebo poharovky obecné (Crucibulum
laeve).

3. a) Vliv substratii z hub na biodegradaci PAU v pidé: Aplikaci 5 % ptidavku
substratu ze Stépky (frakce 10 — 30 mm) prorostlého myceliem hlivy do plidy bez
rostlin, se obsah PAU pritkkazné€ snizil o 36,0 % z piivodniho primérného celkového
obsahu PAU 1506,5 pg/kg s.h. béhem 120 dnli vegetacniho experimentu. Podobny
trend byl zaznamenan i v ptipad¢ aplikace 3,5 % ptidavku substratu z jeCmene pro-
rostlého myceliem poharovky, kdy doslo ke snizeni obsahu PAU o 36,2 %.

b) Vliv rostlin na zvyseni biodegradace PAU v pud¢ se substraty z hub: Vliv rost-
lin na zvySeni U€innosti biodegradace PAU v piidé nebyl prikazny v ptipadé€, Ze byl
aplikovan substrat ze S$tépky prorostly myceliem hlivy. AvSak, po aplikaci substratu
z je¢mene prorostlého myceliem poharovky do pldy s naslednym péstovanim rostlin,
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se obsah PAU v pidé snizil o 56,8 % zptvodniho celkového obsahu PAU
1110,4 pg/kg s.h. béhem 180 dnli vegeta¢niho experimentu.

4. Zvyseny obsah PAU (114,1 £ 1,3 ug/kg s.h.) byl stanoven pouze v kofenech
rostlin péstovanych na pade po aplikaci substratu z je¢mene prorostlého myceliem
pohérovky, zatimco obsah PAU v nadzemni biomase byl nizky (63,3 + 0,6 pg/kg
s.h.). V kotenech rostlin péstovanych na pid¢ se substratem ze Stépky prorostlého
myceliem hlivy byl obsah PAU podobny (119,9 + 6,7 ng/kg s.h.), avSak v nadzemni
byl pod mezi detekce.

5. Nami navrhovand metodika miize byt snadno proveditelna i jako mykoremedi-
acni metoda in situ. V ptipadé vyssi zat¢ze PAU v pudé se navrhuje metodu aplikovat
po vice let.

IV. Popis uplatnéni certifikované metodiky

1. Pfedkladand metodika poskytuje statni spravé navod na alternativni Setrny zpi-
sob odstranéni organickych polutantli z Zivotniho prostfedi, nez je tomu v piipadé
pouziti konven¢nich fyzikalné¢ — chemickych remediacnich metod, které jsou Casto
ekonomicky naro¢né a rizikové pro Zivotni prostredi, protoZze kontaminovana puda
oSetfend naptiklad termickou desorpci zcela ztraci pfirozené vlastnosti a biologickou
aktivitu nezbytnou k jejim zékladnim funkcim.

2. Metodika poslouZzi péstitellim hub, vyrobciim a producentim houbovych sub-
stratll jako navod jak vyuzit specifické druhy hub a pfipravit materidly vhodné pro
mykoremediace pid kontaminovanych polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky.

3. Dale bude metodika slouZzit spole¢nostem zabyvajicimi se dekontaminacemi
pud znecisténych PAU, které se snazi ve své praxi klast diraz na implementaci no-
vych, environmentalné Setrnych a nizkondkladovych bioremedia¢nich metod.

4. Metodika bude také slouzit zemédélciim, kterym ukazuje moznosti Setrné de-
kontaminace pid poskozenych antropogenni ¢innosti a kontaminovanych PAU pii
soucasném bezpecném péstovani rostlin.

V. Ekonomické aspekty

V nasledujici Tab. 10 se pro potencialni vyrobce a koncové uzivatele substratd
uvadi materidlové a pracovni zhodnoceni ndkladli na vycisténi 1 ha piidy kontamino-
vané PAU pomoci aplikace substratti metodou in situ bez rostlin a s rostlinami kuku-
fice. Uinnost mykoremediace PAU v padé byla ovéfovana v ramci experimenti
s ptidavky substrati v padé bez rostlin a s rostlinami s obsahem PAU v rozmezi
1,1 az 1,5 mg/kg zeminy. V ptipadé vyuziti navrhovanych substrati z hub na myko-
remediace PAU v ptde¢ in situ, by odpadly naklady spojené s nutnosti na vytézeni da-
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né kontaminované pidy, jako je tomu v piipadé mnohych fyzikdlné¢ — chemickych
remediacnich metod.

Nami vycislené néklady na vyciSténi 1 ha plidy kontaminované PAU jsou
1,50 mil. K¢ v ptipad¢ pouziti substratu ze Stépky prorostlého hlivou a 1,64 mil. K¢
pii pouziti obilného substratu prorostlého poharovkou. Pti prepoctu nakladi na vycis-
téni 1 t zeminy se naklady pohybuji na arovni 500,- K¢. Pokud by se plida s ptidavky
substrati osela kukufici tak by se naklady zvySily o 5970 Ké&/ha pit vysevu
80 000 zrn kukufice, ale soucasné klesly o trZzby za vyprodukovanou biomasu. PouZi-
tim ndmi navrhované metodiky na mykoremediace pud zatizenych PAU pomoci sub-
strati z hub se vyrazné snizi naklady, protoze ndklady potifebné na ptecisténi pudy
kontaminované¢ PAU napiiklad pomoci termické desorpce se pohybuji v rozmezi
75 mil. K¢ az 112,5 mil. K¢&/ha kontaminované pidy.

Tab. 10: Materialové a pracovni naklady na precisténi 1 ha pudy kontaminované
PAU pomoci houbovych substratd metodou in situ bez rostlin

Bez rostlin
Polozka Stépkovy substrat s hlivou | ©OPINY S“bsligal} S PRty
davka substratu 187,50 tha 131.25 tha
cena houboveho sub-| ¢ 44 K&/t 12 500 K&/t
stratu

cena davky 1500 000 Kéha 1640 625 Kéha
aplikace davky 1750 Ké/ha 1750 Ké/ha
cena celkem 1501 750 Ké/ha 1642 375 Ké/ha

(Ceny jsou stanovené bez dopravy, PHM a DPH

Tab. 11: Materialové a pracovni naklady na pfecisténi 1 ha pady kontaminované
PAU pomoci houbovych substratd metodou in situ s rostlinami kukurice

S rostlinami kukufice
cena davky a aplikace| 1501 750 K&/ha 1642 375 K&/ha
cena osiva 4 200 Ké/ha 4 200 Ké&/ha
pfiprava a zaseti 1770 Ké/ha 1770 Ké/ha
cena celkem 1 507 720 Ké/ha 1 648 345 Ké/ha

(Ceny fsou stanovené bez dopravy, PHM a DPH)

VI. Zavér

Metodika poddva souhrn detailnich postupti mykoremediace polycyklickych
aromatickych uhlovodikii (PAU), jako zastupce persistentnich organickych polutantt,
v pud¢ pomoci ligninolytickych hub péstovanych v substratech zalozenych na bazi
lignoceluldznich materiald. Udinnost nami cilené vyrobenych mykoremedia¢nich
substratii byla ovéfovana na orné pudé¢ zatizené PAU (1,1 az 1,5 mg/kg s.h. zeminy),
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ve kterych byly testovany substraty z jablofiové dievni §tépky prorostlé myceliem
hlivy ustii¢né (Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm) a také substraty ze zrna jeCmene
prorostlé myceliem poharovky obecné (Crucibulum laeve Huds.) po aplikaci do pudy
bez rostlin, ale 1 do pidy s ndslednym péstovanim rostlin kukufice seté (Zea mays L.
var. colisee).

Metodika poskytuje podrobné informace o cilené vyrobé substratii prorostlych
myceliem hub a jejich aplikaci do kontaminované pldy, kterd je snadno proveditelna
i v ptipadé mykoremediace orné pudy kontaminované PAU metodou in situ. Podstat-
na Cast metodiky je v€novana vlivu jednotlivych substrati z hub na celkovy obsah
PAU vcetné jejich frakei nizkomolekularnich, sttednémolekuldrnich a vysokomole-
kularnich PAU v pid¢ bez rostlin. V ptipad¢ péstovani rostlin kukufice na ptidé kon-
taminovan¢ PAU po aplikaci substrati z hub byl sledovan vliv rostlin na zvySeni
ucinnosti biodegradace PAU v pidé¢ a také piestup PAU z piidy do kofenti a nadzem-
ni biomasy rostlin.

Stézejni poznatky z realizovanych experimentl jsou shrnuty v nasledujicich bo-

dech:

e 5 % pridavek dievniho substratu (frakce 10 — 30 mm) prorostlého hlivou snizil
obsah PAU v orné ptid¢€ bez rostlin 0 36,0 % za 120 dni.

e 3.5 % pridavek obilné¢ho substratu prorostlého pohéarovkou snizil obsah PAU
v orné pudé o 36,2 % za 180 dni.

e Prikazny vliv rostlin na zvySeni biodegradace PAU v orné piid¢ byl zaznamenéan

v ptipadé aplikace obiln€ho substratu prorostlého poharovkou, kdy se obsah PAU

v pudé snizil o0 56,8 % za 180 dni.

e Vyssi obsah PAU byl stanoven pouze v kofenech kukufice, v nadzemni biomase
byl zanedbatelny.

Metodika obsahuje jednoduchou a piehlednou finan¢ni rozvahu naklada na vyro-
bu a aplikaci mykoremediacnich substratli do orné plidy zatizené PAU pouZitim me-
tody in situ. Dale umoziuje uzivatelim si zvolit vlastni strategii ekonomicky dostup-
né a environmentalné Setrné metody odstraiiovani polutanti PAU z Zivotniho pro-
sttedi s ohledem na zachovani ptirozenych vlastnosti a biologické aktivity pidy.
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IX. Dedikace

Ke zpracovani certifikované metodiky bylo pouzito vysledkti vyzkumnych aktivit
realizovanych v ramci feSeni vyzkumného projektu TACR &. TA04020329 ,,Vyzkum
a vyvoj technologie vyroby substratii pro péstovani druhl jedlych a 1écivych hub
s vyuzitim odpadnich surovin a odpadniho tepla z bioplynovych stanic”.

X. Ostatni nalezitosti certifikované metodiky

V souladu se zavaznym Postupem pro uznani vysledku typu ,,Nmet — Certifikova-
n& metodika®, ktery vydalo Ministerstvo zem&dé€lstvi — Odbor vyzkumu, vzdélavani a
poradenstvi dne 9. kvétna 2016, jsou v nasledujicich podkapitoldch uvedeny dalsi
pozadované tidaje nebo dopliujici informace.

Jmeéna oponentt a nazvy jejich organizaci
Posudek odbornika v daném oboru vypracoval:
Doc. RNDr. Cen¢k Novotny, CSc.
Mikrobiologicky tistav AV CR, v. v. i.
Videnska 1083, 142 20 Praha 4 — Kr¢

Posudek pracovnika ptislusného odborného orgénu statni spravy vypracovala:
Ing. Michaela Budnakova
Ministerstvo zemédélstvi CR (odbor rostlinnych komodit)
Tésnov 65/17, 110 00 Praha 1

Podily na vzniku predkladané metodiky

Na zpracovani a finalizaci pfedkladaného vystupu projektu (certifikované meto-
diky) se €lenové fesitelského tymu s roli spoluautorti metodiky zucastnili nize uvede-
nym podilem: Ivan Jablonsky (10 %), — Zden¢k Kosnat (50 %), — Lukas Kaplan
(10 %), — Martin Koudela (10 %), — FrantiSek Jelinek (10 %), — Pavel Tlustos$ (10 %).

Osvédéeni odborného organu statni spravy

Osvédéeni o uznani certifikované metodiky vydalo Ministerstvo zemédélstvi CR
dne 13.7. 2017 (osvédceni €.: 43590/2017-MZE-17221)
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