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" SN
HEXABROMCYKLODODEKAN (HBCD)

m Aditivni retardator hofeni

m Pouzivani od 80. let 20. stol.

m Vyskyt: vzduch (prachové &astice), voda, sedimenty = ryby, ptaci; kaly COV

m Zdroje: vyroba a vyuziti materialt obsahujici HBCD (textil, stavebni material —
XPS, EPS), recyklace, skladkovani, spalovani

m \ysoce bioakumulativni (zejména u ryb)

m Chronicka toxicita: zvétSeni jater, thyroidni hyperplasie, inhibice oogeneze



" JE
FYTOREMEDIACE

m Vyuziti zelenych rostlin a s nimi asociovanych mikroorganismu ,

pudnich doplnku a agronomickych technik pro odstranéni Ci
transformaci kontaminantu z zivotniho prostredi.

m Fytoremediacni mechanismy
O Fytoakumulace (fytoextrakce)

Fytodegradace (fytotransformace)
Fytostabilizace

Rhizodegradace (fytostimulace)

Q
Q
Q Fytovolatilizace
Q
Q Rhizofiltrace

Soudek Petr a kol.: Fytoremediace a moznosti zvysSeni jejich u€innosti. Chem. Listy 102, 346-352 (2008)



" JE
EXPERIMENT

m Substraty:

kal z COV Jihlava

zahradicky substrat obohaceny o HBCD (100 ng/g susSiny)
m Rostliny:

lilek Cerny (Solanum nigrum) Potvrzena akumulace PBDE
tabék VifZinSky (NiCOtiana tabaCum) Zlamalikova a kol., Sanac¢ni technologie 2008
neosazeny substrat (kontrola)

m Kazda varianta provedena v 5 kvétinacich (V = 200ml) vylozenych
alobalem

m Rostliny byly péstovany pri laboratorni teplote s pravidelnou zalivkou

m Experiment trval 3 mesice



" JE
CILE EXPERIMENTU

m Analyza obsahu HBCD v substratech a rostlinach (Soxhletova
extrakce, LC/MS-MS)

m Vzhled rostlin a mnozstvi vzniklé biomasy
m Celkovy pocCet mikroorganismu v substratu
m Zmeny ekotoxicity

m Zmeny mikrobialni diverzity



ANALYZA HBCD (LC-MS/MS)

MNOZSTVi HBCD / [ng/g SUSINY]

MNOZSTVi PBDE / [ng/g SUSINY]

ZAHRADNICKY

VZOREK Kﬁ‘_l" i\?x SUBSTRAT
JIHL + HBCD
PUVODNI 74,6 123,9
NEOSAZENY 72,5 146,6
SUBSTRAT 78,2 188,6
KOREN 0 0
-
r-
I | STONEK 0 0
A [ usty 0 0
PLODY 0 0
SUBSTRAT 73,8 180,0
S KOREN 0 0
g STONEK 0 0
A | LISTY 0 0
PLODY . -

KAL CoV ZAHRADNICKY

VZOREK HR. KRALOVE SUBSTRAT
BDE209 + BDE209

>PBDE BDE209 > PBDE BDE209

PUVODNI 716,0 | 22364 | 20 | 5191,
NEOSAZENY 7481 | 18774 | 24 | 36588
SUBSTRAT 8152 | 23772 | 3.1 7624,8

_ | KOREN 25,9 28,2 2,8 133,3
" | STONEK 8,1 0,8 10,0 2,2
A [ LsTy 3,6 0 47,2 5,7
PLODY 54 1,21 7,9 2,7
SUBSTRAT 7249 | 12936 | 3,2 | 72487
= KOREN 49,3 0 2,2 68,9
O | STONEK 2,8 0 2,3 1,0
A | LisTY 3,0 16,1 26,8 54
PLODY - - - -




BN
MNOZSTVI SUCHE BIOMASY

BIOMASA je souhrn latek tvoficich téla vSech Zivych organismu,
jak rostlin, bakterii, sinic a hub, tak i zivocichu.
(http://cs.wikipedia.org)

Suseni probihalo pfi teploté 50°C

Po 3 mésicich
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SUCHA BIOMASA - LILEK CERNY
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KOREN

PRYT
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PLODY
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SUCHA BIOMASA - TABAK VIRZINSKY
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KOREN
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KONTROLA: ROSTLINY PESTOVANE V ZAHRADNICKEM SUBSTRATU



http://cs.wikipedia.org/

CELKOVY POCET MIKROORGANISMU

(po 3 meésicich)

CELKOVY POCET MIKROORGANISMU
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B LILEK O TABAK O NEVEGETOVANY




" JE
TESTY EKOTOXICITY

0 Provedeny na poCatku experimentu a po jeho ukonceni
0 Vyuzity 3 testy ekotoxicity:

1) Test inhibice rustu korene salatu hlavkového ve vodném
vyluhu

2) Test inhibice rustu korene salatu hlavkového kontaktnim
testem - modifikovana metoda

3) Stanoveni inhibiéniho u€inku na svételnou emisi bakterie
Vibrio fischeri



TESTY INHIBICE RUSTU KORENE

SALATU HLAVKOVEHO

INHIBICE RUSTU KORENE SALATU HLAVKOVEHO INHIBICE RUSTU KORENE SALATU HLAVKOVEHO
(KONTAKTNI TEST) (TEST S VODNYM VYLUHEM)

100 - 100 -
< 80 - = 80 -
= 604 = 60 -
E 401 78 152 18,1 E 401 L
£ 207 L -6,8 £ 207 -27,8-29,0
© 0 A : T © 0 A
s -20 A PUV ODNi NEVEGETOVANY LILEK TABA s -20 4 PUV ODNi NEVEGEI'OVANY -AIIL

-40 -40 -

vzorek vzorek
|-Cov JII:lHBCD| |- Gov JIDHBCD|
POKLES TOXICITY KALU / VYLUHU PO 3 MESICICH FYTOREMEDIACE / [%]
SUBSTRAT COV JIHLAVA HBCD
NEVEGE- . NEVEGE- .
VARIANTA TOVANY LILEK TABAK TOVANY LILEK TABAK
KONTAKTNI
54,5 89.4 75,3 125.5 36,4 128,5
TEST 1 3 L A NS L L

VYLUHOVY TEST 18,9 60,3 140,5 24 .1 253,0 449 4




" JE
TEST INHIBICE LUMINISCENCE VIBRIO

FISCHERI

INHIBICE LUMINISCENCE VIBRIO FISCHERI
(TEST S VODNYM VYLUHEM)

84,8

%.5 52,5

457 45,6
38
: r )

PUVODNI NEVEGETOVANY LILEK TABAK
vzorek

m COV Jl BHBCD

POKLES TOXICITY VYLUHU PO 3 MESICiCH FYTOREMEDIACE / [%]

SUBSTRAT COV JIHLAVA HBCD
NEVEGE- . NEVEGE- .

VARIANTA TOVANY LILEK TABAK TOVANY LILEK TABAK

ZMENA RIL 33,4 38,1 61,9 21,0 16,8 0,2




I
ANALYZA MIKROBIALNI DIVERZITY

m Pomoci molekularné-biologickych metod

m Obecna strateqie:

|zolace DNA ze vzorku = amplifikace genu kdédujicich 16S rRNA = analyza
produktt pomoci metod TTGE a SSCP

m Proc€ pravé 16S rRNA?
16S rRNA = hlavni slozka ribozom

funkce ribozomil = syntéza proteinu = tendence zachovavat primarni
strukturu rRNA = rozdily v sekvenci rRNA = odliSnost v rodovém
puvodu

e B

Mala a velka podjednotka
bakterialniho ribozomu



METODY TTGE A SSCP

TTGE = Temporal Temperature Gradient Gel Electrophoresis

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu, jehoz teplota je postupné
zvysovana

Separace fragmentt 16S rDNA stejné délky, ale rozdilného zastoupeni paru
nukletidovych bazi guanin + cytosin (%G+C)

Separace je vyvolana zvySovanim teploty gelu

NEVYHODA: Tvorba tzv. heteroduplext, které maji stejné procentualni

zastoupeni part guanin + cytosin, ale riznou sekvenci

SSCP = Single Strand Conformation Polymorphism

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Separace fragmentt ssDNA (single strand DNA) stejné délky, ale
ruzné konformace

NEVYHODA: Existence fragment(i ssDNA v nékolika konformacich




« B
ZMENY PROFILU TTGE BEHEM

FYTOREMEDIACE
: 4A, 4B ... TABAK
IRT |
. 3A, 3B ... LILEK

2A, 2B ... NEVEGETOVANY KAL

1A, 1B ... PUVODNI KAL




"
FOTODOKUMENTACE

ZAHRADNICKY SUBSTRAT COV JIHLAVA



"
1)  Rustova charakteristika rostlin
- Viditelné rozdily

2)  Akumulace HBCD v rostlinné tkani
- Nebyla potvrzena

3) Zmeéna ekotoxicity
a)  Testy se salatem hlavkovym

- Pokles toxicity
b)  Tests Vibrio fischeri

- Rozdily toxicity minimalni = vysSsi citlivost na pritomnost toxickych latek
4)  Analyza mikrobialni diverzity

- Viditelné rozdily, zejména mezi pavodnim vzorkem kalu a zbylymi vzorky
5) Dalsicile

- Optimalizace metody TTGE

- Provedeni a optimalizace metody SSCP



DEKUJI ZA POZORNOST



http://www.celysvet.cz/smajlici-ke-stazeni-smajlik

