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UVOD

¢ Chlorované etyleny jsou druhym nejcetngjSim
kontaminantem horninoveho prostredi

¢ Dostatek praktickych zkusenosti se sanaci (+/-)

s Stale nove metody sledovani uspesnosti/efektivity
sanace (dominantni uplatnéni VaV grantu)

“* Obvykly postup sanacnich praci:
1. fyzikalni metody - odtezba, P&T,
alr-sparging, venting, promyvani,....
2. Inovativni metody In-situ — chem. oxidace,

chem. redukce, reaktivni bariery,
biodegradace, - a hlavné ruzné kombinace




STIMULOVANA REDUKTIVNI DEHALOGENACE
(ERD — ENHANCED REDUCTIVE DEHALOGENATION)

*» Hlavni predmet prezentace
¢ Pozitivni a rychlé vysledky z praxe (pokud prostredi

umozni tvorbu stabilniho anaerobniho reaktoru in-situ)

Vyhody metody Nevyhody metody

Levna (dle substratu) « Tvorba toxickych

Doba sanace 2-3 roky meziproduktl

Rebounding obvykle * Nebezpeci zastaveni procesu
pouzelx na kumulaci cis-1,2DCE a VC

Navrat k normalnimu stavu « Podzemni voda do¢asné
lokality do 1 roku po sanaci zapacha




PROJEKT TECHTOOL (2012-2015)

¢ studuje detailne ERD

¢ propojeni znalosti z oblasti vyzkumu se znalostmi a
potrebami spoleCnosti ze sanacni praxe

* tym: univerzity (2x), vyzkumny ustav (1x),
biotechnologicke centrum (1x), sanacni firmy (4x)

¢ holisticky pfistup — tvorba ruznorodych dat
(terenni data, chemicke analyzy, anaerobni
Kultivace, molekularne-geneticke analyzy

“ feSi metody statistického zpracovani ruznorodych
dat
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AKTIVITY ON-SITE (AE, AQ, KH, VZ)

** 4 sanacni firmy + 9 lokalit (bude sledovano 7-8)

¢ Unifikace vSech Cinnosti a metodicka presnost pro
vSechny - postup odbéru vzorku, uprava
vzorku, rozsah terénnich méreni (stejny
vyrobce pristroju) i chemickych analyz
(akreditovane postupy)

**Unifikované databaze vSech lokalit (xIs, konkrétni
policko v databazi s udajem ke konkretnimu
parametru musi mit stejnou pozici v databazich
ze vsech lokalit

¢ Preciznost (napf. pro manipulaci se vzorky pro

molekularne — genetické analyzy)
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ANAEROBNI KULTIVACE (EPS, EPFL, MBU)

¢ V praxi stale oblibené a pouzivané, historicky srozumitelné

 levne

% omezenim je ,kultivovatelnost® (odhady pro
podzemni vodu < 1 %, pro zeminy 0,01-0,1%.

¢ holisticky pfistup k reSeni — zahrnuty 1 kultivace

* zamer vyvinout kultivacni metodu pro diagnostiku klicovych
skupin kultivovatelnych anaerobnich bakterii aktivhe se
podilejicich na ERD procesu (mohlo by se jednat o
obdobu ,indikatoru fekalniho znedisténi*)

% dosud zkoumano 13 vzorku zeminy, identifikovano 50-60
taxonomickych jednotek

¢ posun metodiky - podzemni vody
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MOLEKULARNE GENETICKE ANALYZY
(EPFL,MBU,TUL)

¢ Studuji veSkeré pfitomné mikroorganismy ve vzorku
dle izolované DNA (popr. RNA)

% Testovani pritomnosti aktivnich bakterialnich druht a
jejich  funkénich genu zapojenych do procesu ERD

*» Zakladni testovaci metodou je PCR (Polymerase Chain
Reaction) umoznujici zkoumat vybrané useky DNA Ci
RNA, kliCovym faktorem uspéch je vybér ,primeru”

“* Modifikace/zrychleni metody izolace DNA z
environmentalnich vzorku na MaxwellTM 16 System
(Promega, Madison, USA) primarné urCeném pro
zpracovani krevnich a tkanovych vzorku - nyni16
vzorku/2 hodiny, klasicky 8-10 vzorku/2 dny

% zpracovano 13 vzorku zeminy a 62 vzorku podzemni vody
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MOLEKULARNE GENETICKE ANALYZY -
PRIKLADY VYSTUPU

Koncentrace DNA (vytezek) ve vzorcich zeminy z vrtnych
Jader c¢tyr vrtu — stav pred aplikaci ERD

Jablunkov - soil

ng / g pudy




MOLEKULARNE GENETICKE ANALYZY -
PRIKLADY VYSTUPU

PCR detekce 16S rRNA genu Dehalococcoides sp. pomoci
primerti DHC883F, DHC1152R (Adrian et al., 2007);
amplifikacni produkt 270 bp je oznacen Sipkou

KAROSA JABLUNKOV VELAMOS
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Vrt | Datum | 16S | 16S - | Nested | 16S - [ 16S -| bvcA | vCrA
odbéru | - |DHC | 16S- |GEO |DRE
Eub DHC
NA_6 10. 11. 2011 + +/_ + _ _ + + +
NA-15 10. 11. 2011 + +/- _ _ _ _ _
NA_16 10. 11. 2011 + + + _ _




STATISTICKE ANALYZY (EPFL)

** Umozni efektivnéjsi vyuziti riznorodych dat

* OCekavanym vysledkem je identifikace kliCovych
parametru (z terénnich, laboratornich a
molekularne-genetickych dat) pro ERD a oceneni
jejich vlivu na prubéh celého procesu in- situ

¢ volne Siritelny softwar R (programovaci jazyk a
softwaroveé prostredi pro statisticke vypocty a
grafiku)

¢ dosud testovany tri typy grafickych zpracovani na
zaklade Wardovy metody a klastrove analyzy

“* zpracovany prvni vystupy unifikovanych databazi
terénnich a laboratornich dat (vyuzito 22
parametru z celkového poctu 36 sledovanych)




STATISTICKE ANALYZY (EPFL)
¢ Dva pristupy ke zpracovani statistickych vystupu:

a) statisticka analyza kompletnich dat z jedne
lokality (zmény parametru v Case)

b) statisticka analyza dat z vice lokalit podle
zivotniho cyklu lokality (pred sanacnim
zasahem, po druhe aplikaci substratu, po
ukonceni ERD)

NASLEDUJI PRIKLADY VYSTUPU STATISTICKE ANALYZY



Height

pred prvni aplikaci substratu (= syrovatky)

po 2. aplikaci syrovatky (HV-26 témér ukonCena preména TCE na cis-
1,2DCE)

po 4. aplikaci syrovatky (HV-26 max. koncentrace cis-1,2DCE)

7 mésicu po posledni aplikaci syrovatky, dosazen sanacni limit suma CIU
(HV-26 vyznamny pokles cis-1,2 DCE, vys.produkce VC a ethylenu)

15 mésicu po posledni aplikaci syrovatky, navrat k pfirozenym podminkam
lokality (HV-26 nejnizSi koncentrace cis-1,2DCE, vyznamny pokles VC,
vymizeni ethylénu) . \

HG vrty zasakovaci (aplikatni)

Ward method HG vrty monitorovaci

sum. ClU v vodé
- &ervenec 2008 (prumér ze dvou hodnot)

sum. ClU v
vodé nad 1 000 ug/l (sanacni limit)
- Eervenec 2008 (pramér ze dvou hodnot)

hydroizohypsy (m n. m.)
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KLASTROVA ANALYZA

Ellpsa VymEZUje Shluk PCA covariance - Distance biplot
bodd obdobnych
vlastnosti, Cisté a mene
kontaminovane vrty
pred prvni aplikaci
syrovatky a vrty po
ukonceni pilotniho testu
a navratu lokality
K prirozenym
podminkam

Tento typ vystupu Ize
potencialne vyuzit jako
prinosny dukaz kvality
sanacnich praci




Vektorovy graf - vyvoj
sledovanych
parametru béhem

ERD na jedne lokalite

Kazdy parametr =
samostatny vektor. Delka
vektoru je primo umerna
Intenzite jeho vlivu na
aktualni stav lokality.
Souhlasny smer orientace
= vztah prime umery.
Nesouhlasny smer
orientace = vztah neprimé
umery. Je-li uhel mezi
vektory blizky 90°, mezi
parametry neni zadny
vztah.
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Height
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Ward method

Vychozi stav
lokality pred
sanachnim
zasahem
Porovnani stavu
péti lokalit (K+ T +
V+J+H)
kontaminovanych
chlorovanymi
ethyleny pred prvni
aplikaci
organickéeho
substratu




Stav po druhé
aplikaci substratu,

Ward method

t]. transformce
vetsiny primarni
\ kontaminace PCE

K2

a TCE na cis-
1.2DCE.
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Height

Porovnani stavu tri

} N lokalit
1 e kontaminovanych
N e
o 7 o ! chlorovanymi

o S ethyleny (K+V +T)




Ward method

Stav po ukonceni

aplikace

Height

K5
K6

\Z
K3

V3
V7

\Y,
V5

substratu, navrat

K prirozenym

podminkam

lokality

V1
V6

TJ

K4
K1

K2
K7

V této fazi vyrazneé klesa
koncentrace cis-1,2DCE
a VC, vyskytuji se
relativné vysokeé
koncentrace ethylénu .
Porovnani stavu dvou
lokalit (K a V)
kontaminovanych
chlorovanymi ethylény




ZAVER
*» Cilem vyzkumneho projektu je vyvinout novy

nastroj pro hodnoceni a rizeni ERD chlorovanych
etylénu in-situ

** Metodou zkoumani je holisticky pristup, kdy
modernimi statistickymi metodami jsou spolecnée
hodnocena data z terennich, chemickych,
kultivaCcnich a molekularne-genetickych analyz

“ Maximalni duraz je kladen na srozumitelné
iInterpretovatelné  vystupy pouzitych vedeckych
metod pro ucely sanacni praxe

TecuTeOL

T



PODEKOVANI
< Tento vyzkum je spolufinancovan TACR v rémci
programu ALFA, projekt TECHTOOL, ¢. TA02020534

“*Pro vznik clanku byly vyuzity podklady a data i od
dalsich partneru projektu neuvedenych mezi
spoluautory ¢lanku za AQUATEST, a.s. T. Lederer, za
EPFL Sonia Tarnawski a Christof Holliger, za
KHSanace s.r.o. R. Hefmanek, za MBU M.Pravecékova,
V.Reimannova a za VODNI ZDROJE, a.s. Pavlina
Hlavacova.
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