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1 ALS CZECH REPUBLIC

1.1 Metodika

Pro ucely projektu bylo zapotrebi upravit stavajici analytické metody. Tyto Gpravy se tykaly
zejm. zazazeni SPE extrakce a snizeni detekéniho limitu u chloracetanilidovych pesticidg,
véetné metabolitd.

Stanoveni pesticidi ve vodé

Analyza sSirokého spektra rezidui pesticidl ve vzorcich vod (pfiblizné 350 rdznych latek
rozdélenych podle analytickych metod stanovenido 5 skupin) byla provedena metodou LC-
MS. Pro vétsinu analyzovanych parametrl byly vzorky vod pfipraveny jednoduchou metodou
,primého nastriku”, kdy je ke vzorkliim pridaninterni standard a vzorky jsou pred vlastni LC-MS
analyzou pouze prefiltrovéany pres 0.22um celulosové mikrofiltry a prevedeny do vialek.

Nékteré parametry musi pred samotnou analyzou projit derivatizaci (pomoci derivatizacniho
¢inidla FMOC, které reaguje s cilovymi analyty vy kyselém prostredi, které je v pribéhu
derivatizace udrzovano pfidavkem boratového pufru), aby je bylo mozné pomocimetody LC-
MS stanovit s dostatecnou citlivosti. Takové vzorky jsou podrobeny derivatizaénimu procesu a
nasledné precistény pres SPE kolonky za ic¢elem odstranéni nezddoucich matri¢nich vliva. Po
eluci okyselenym methanolem je takovy extrakt analyzovan metodou LC-MS.

Stanoveni pesticidi v pevnych matricich

Metoda LC-MS urcend pro stanoveni pesticidd ve vzorcich zemin a sedimentl zahrnuje
stanoveni pfiblizné 300 pesticidd a jejich metabolitl (rozdélenych podle analytickych metod
stanovenido 5 skupin). Z vétsi casti jsou analyty extrahovany a precistény pripravnou metodou
QuEChERS, kdy je navazeno 5 g vzorku, ke kterym je pridan vnitinistandard a 10 ml MQ vody
obsahujici 1 % HCOOH. Vzorek je lehce manuéalné promichan. Ke vzorku se déle prida 10 ml
ACN a cely vzorek je takto extrahovan na automatické trepacce po dobu 10 min. Ke vzorku
jsou nasledné pridany QUEChERS soli (1g NaCl a 4g MgSO4, 1g Na3 citrdt a 0,5g Na2 citrét),
se kterymi je vzorek protfepan po dobu 1 min. Vzorek je déle centrifugovan a horni
acetonitrilovavrstva(200pL)je odebranadovialkyanaredéna 800 uL 5mM octanu amonného.
Vzorek je takto pripraven k LC-MS analyze.

Podobné jako je tomu u vod, nékteré analyty je tfeba pred vlastni analyzou podrobit
derivatizaci, které navic predchazi extrakce v zdsaditém prostredi (extrakénim cinidlem je
roztok KOH). Po Upravé pH na pozadovanou hodnotu a derivatizaci dochazi opét k precisténi
extraktu za pomoci SPE a po eluci methanolem nastfik na LC-MS.

LC-MS analyza

Vsechny cilové analyty byly stanoveny metodou kapalinové chromatografie ve spojeni s
tandemovou hmotnostni detekci (UPLC-MS/MS). Separace analytd byla provedena pomoci
kapalinové chromatografie na pfistrojich Acquity UPLC I-Class od firmy Waters (USA), na
kolonach Acquity UPLC BEH C18 1.7 um (2,1 x 100 mm), (Waters, USA). V metodéch byla
teplota kolon nastavena na 40-65°C a nastfikovy objem vzorkd 10-250 pL v zavislosti na
konkrétni skupiné latek. Ve vsech pfipadech byla pouzita gradientova eluce analytl. Mobilni



faze A je tvofena 5mM octanem amonnym (resp. 5mM octanem amonnym s 0,1% HCOOH,
pripadné 0,005% HCOOH) a mobilni faze B je tvorena methanolem cistoty LCMS (resp.
methanol LCMSs0,1% HCOOH). Detekce analytt byla provedena na pfistrojich XEVO TQ/TQ-
XS (Waters, USA), pracujici s elektrosprejem v pozitivnim i negativni médu (ESI+/ESI-).
Nastaveni zakladnich parametrd MS metod bylo nésledujici: Capillary voltage 1000-2000 V,
cone voltage dle specifického nastaveni jednotlivych analytl, desolvation temperature 400-
600°C, source temperature 150°C, desolvation gas flow 1000 L/Hr. Cilové analyty byly
identifikovany dle specifickych MRM prechodt a retencnich ¢ast (jejich presny vycet a popis
je obsahly a presahuje rozsah této zpravy). Kvantifikace vSech analytd probiha za pouZiti
vnitinich standard(, kdy kazdy analyt mé pfifazeny vnitini standard, na jehoz vytéznost se
koriguje vysledek.

1.2 Monitoring vyskytu pesticidi v pidach a vodach CR

V obdobi od 13. ¢ervna do 31. ¢ervence 2023 byla na tzemi Ceské republiky uskute¢néna
vzorkovaci kampan s cilem zhodnotit kontaminaci zemédélské pidy a prilehlych povrchowch
vod ucinnymi pesticidnimi latkami a jejich metabolity. Do kampané bylo zahrnuto celkem
45 odbérovych mist (Obr. 1 a Tab. 1), kterd byla rovnomérné rozprostiena po celé Ceské
republice. V kazdém kraji (s vyjimkou Hlavniho mésta Prahy) bylo odebrédno 2 az 5 vzorkd
zemédélské plidya okolni povrchové vody. Vybérodbérnychmist byl konzultovans Ustfednim
kontrolnim a zku$ebnim Gstavem zemédélskym (UKZUZ) a bylo pfi ném zohlednéno, zda je
odbérné misto 1) odvodnéno, 2) zda se nachéazi v chrdnéném Uzemi, 3) zda se nachézi
v ochranném pasmu vodni nddrze nebo vodniho zdroje a 4) zda je erozné ohrozeno.

l Lokalizace odbérnych mist pro monitoring zatizeni ZPF pesticidy

s Programy Prosieci pro ik,
joioh vawpy do

N
A e o =Pt i

@ Body monitoringu (:3 Hranice kraje @ Emﬁmﬁ'ﬂ'w W m
Obr. 1: Mapa odbérnych mist




Tab. 1: Seznam odbérovych mist

Ochranné pasmo
Nazev odbérného mista Cislo | Kraj Odvodnéni | Eroze | CHKO VN vz
Hostétin 01 Zlinsky ano NEO ano ano ne
Dolni Ves 02 Zlinsky ano MEO ne ano ne
Nedachlebice 03 Zlinsky ano SEO ne ne ne
Kunovice u Uherského Hradisté | 04 Zlinsky ne NEO ne ne ne
Staré Lublice 05 Moravskoslezsky ano SEO ne ne ne
Jesenik nad Odrou 06 Moravskoslezsky ano NEO ano ne ne
Zilina u Nového Ji¢ina 07 Moravskoslezsky ano MEO ne ne ne
Krnov-Horni Pfedmésti 08 Moravskoslezsky ne NEO ne ne ano
Mladed 09 Olomoucky ne NEO ano ne ano
Novy Malin 10 Olomoucky ne MEO ano ne ne
Vérovany 11 Olomoucky ne NEO ne ne ano
Klentnice 12 Jihomoravsky ne MEO ano ne ano
Rohatec 13 Jihomoravsky ano NEO ne ne ano
Michov u Boskovic 14a | Jihomoravsky ne NEO ne ne ne
Ostrov u Macochy 14b | Jihomoravsky ne - ano ne ne
Bohaté Maélkovice 15 Jihomoravsky ano NEO ne ne ne
Viden 16 Vysodina ne NEO ne ano ne
Cesky Heralec 17 Vysodina ne NEO ano ne ne
Stary Pelhfimov 18 Vysocina ano NEO ne ano ne
Priseka 19 Vysodina ne MEO ne ne ano
Lomnice nad LuzZnici 20 Jihocesky ano NEO ano ne ne
Svaty Jan nad Malsi 21 Jihocesky ano MEO ne ano ne
Drazi¢ 22 Jihocesky ne NEO ne ne ne
Nachod u Tébora 23 Jihocesky ano MEO ne ne ano
Hvozdany u Pobézovic 24 Plzensky ano MEO ano ne ano
Kfimice 25 Plzensky ne NEO ne ne ne
Borovy 26 Plzensky ano NEO ne ne ano
Radobycice 27 Plzensky ne NEO ne ne ano
Héje u Karlovych Var 28 Karlovarsky ano NEO ano ano ne
Markvarec u Krajkové 29 Karlovarsky ne MEO ne ano ne
Krasné Udoli 30 Karlovarsky ano MEO ne ne ne
Tetlinéves 31 Ustecky ne MEO ne ne ano
Chotimér 32 Ustecky ne MEO ano ne ano
Zatec 33 Ustecky ne NEO ne ne ne
Dubd 34 Liberecky ne MEO ano ne ne
Hruby Lesnov 35 Liberecky ano MEO ne ne ano
Velkéd Ledhuje 36 Kralovéhradecky ano SEO ano ne ano
Jaromér 37 Kralovéhradecky ano MEO ne ne ano
Hlésné Lhota u Ji¢ina 38 Krélovéhradecky ano MEO ne ne ne
Kfizanovice 39 Pardubicky ano MEO ano ne ne
Banin 40 Pardubicky ne SEO ne ne ano
Choltice 41 Pardubicky ano NEO ne ne ano
Ujezd u Sezemic 42 Pardubicky ano NEO ne ne ne
Bernartice u Dolnich Kralovic 43 Stredocesky ne MEO ne ano ne
Kutnd Hora 44 Stredocesky ano NEO ne ne ne
Tetin u Berouna 45 Stredocesky ne MEO ano ne ne

MEO: mirné erozné ohrozena puda, NEO: erozné neohrozena plida, SEO: silné erozné ohrozena puda, VN: vodni
nadrz, VZ: vodni zdroj




Vysledky monitoringu jsou shrnuty v Tab. 2 a na Obr. 2 a Obr. 3. Sumarni koncentrace byla
vypoctena jako soucet vSech kvantitativné zjisténych Gcinnych pesticidnich latek a jejich
metabolitd, relevantnich i nerelevantnich, a pro kazdy vzorek porovnana slegislativnimi
limity - dfive platnym limitem pro ptidu 0,1 mg/kg susiny (CR 1994), nebotsouc¢asna EU a CR
legislativa vyskyt pesticidt vptidachneupravuje, anavrhovanym limitem pro povrchovou vodu
0,5 pg/I (EU 2022), do néhoz byly pro prehlednost zapocitany i nerelevantni metabolity.

Pidda

Pesticidy byly zjistény ve vSech vzorcich pudy. Jejich sumarni koncentrace se pohybovala
vrozsahu 0,011-0,733mg/kgsusiny, prficemz praméma sumarni koncentrace byla
0,234 mg/kg susiny. Drive platny legislativni limit 0,1 mg/kg susiny (CR 1994) byl prekrocen ve
25 vzorcich ze 45, tedy v 56 % pfipadd. Sledovéno bylo celkem 308 analytd, z toho nad LOR
(limit of reporting) bylo zjisténo 50.

Povrchova voda

Pesticidy byly zjistény ve 43 vzorcich povrchové vody z 45 odebranych, a to v sumami
koncentraci 0,013 pg/laz 14,1 pg/l. Primérma sumarni koncentrace byla 1,4 pg/l. Navrhovany
limit 0,5 pg/l (EU 2022) byl prekrocen ve 24 vzorcich, tedy v53 % pfipadud. Sledovano bylo
celkem 352 analytd, z toho nad LOR bylo zjisténo 61.



Tab. 2a: Pesticidy v zemédélské pidé (S: mg/kg susiny) a okolni povrchové vodé (W: ug/l) CR

Pesticidy 01 02 03 04 05 06
Ucinné latky a metabolity S W S W S w S W S W S W
Amidové 0,021 0,042 10,012

Azolové 0,032 (0,028 | 0,025 0,333 0,064 0,292 0,025
Fenoxy 0,189 0,037

Glyfosatové 0,816 0,065 0,029 | 1,021 0,849 ][ 0,024 0,048 0,148
Chloracetanilidové 0,320 (0,007 | 0,171 0,030/ 0,0121] 0,681 0,006| 0,176
Chloridazonové 0,060 0,09410,013 (0,142 0,037
Karbamatové

Mocovinové

Nikotinové

Organochlorové 0,025

Ostatni 0,012 0,047 (0,012 | 0,060/ 0,018 0,126 0,016

Pyrethroidy 0,008
Triazinové 0,011 0,033 0,053 0,017 0,064 (10,020 | 0,025
Sumami koncentrace | 0,037 |OMGHIONNE ©.485 || 0,090 0,031 0,082] 0,411
Pesticidy 07 09 10 11 12 13
Ucinné latky a metabolity S " S W S w S W S W S wW
Amidové 0,102 0,030

Azolové 0,026 0,014 0,036 0,046 | 0,021 || 0,064 [ 0,050 0,025

Fenoxy 0,019 0,016 0,033

Glyfosatové 0,462 0,032 0,285 0,454 0,596 (0,033 0,974 (| 0,041
Chloracetanilidové 0,586 0,012 0,006 | 0,091 0,053
Chloridazonové 0,054 0,116 0,168

Karbamatové

Mocovinové 0,022 0,071

Nikotinové 0,013
Organochlorové

Ostatni 0,014 0,190 0,012 0,053 0,025

Pyrethroidy 0,001

Triazinové 0,065 0,176 0,010
Sumérni koncentrace _-E-E_ 0,063 |- 0,05110,013
Pesticidy 14a 14b 15 16 17 18
U¢inné latky a metabolity S w S w S W S w S W S W
Amidové 0,043 0,038/ 0,031 0,063
Azolové 0,019 | 0,064 0,902 0,353 0,046

Fenoxy 0,022 0,095 0,046

Glyfosatové 1,024 0,012 11,1481 0,011 0,094 0,127 0,053
Chloracetanilidové 0,074 0,027 0,585 (0,024 10,454 2,426
Chloridazonové 1,305 0,018 (0,628

Karbamatové 0,018

Mocovinové 0,035 0,045

Nikotinové 0,060 0,030

Organochlorové

Ostatni 1,678 0,031

Pyrethroidy

Triazinové 0,04110,012 | 0,049 0,010 0,025 0,045 0,011] 0,210
Sumarni koncentrace | 0,019 0,030 |IEIRN 0.011

Cervené jsou vyznaceny hodnoty sumarni koncentrace, které prekrocily dfive platny legislativni limit pro padu (CR
1994) a navrhovany legislativni limit pro povrchovou vodu (EU 2022), upraveny pro potreby této zpravy.



Tab. 2b: Pesticidy v zemédélské plidé (S: mg/kg susiny)a okolni povrchové vodé (W: ug/l) CR

Pesticidy
U¢inné latky a metabolity

19

20

21

22

23

24

S

W

S W

W

S W

W

W

Amidové

0,031] 0,080

0,036

0,032

Azolové

0,078| 0,030

0,242

0,077

Fenoxy

0,038

0,030

Glyfosatové

0,020

0,464 0,461

0,017

0,116

0,035 0,052

0,328

0,276

0,078

Chloracetanilidové

0,353

0,898

1,913

0,202 112,59

0,868

0,439

Chloridazonové

0,062

0,033

0,106

0,032

0,041

Karbamatové

0,010

Mocovinové

0,048

0,125

0,346

Nikotinové

Organochlorové

Ostatni

0,030

Pyrethroidy

0,007

Triazinové

0,069

Sumérni koncentrace

0,422

Pesticidy
U¢inné latky a metabolity

0,011
0,035

0,896

0,078

0,480

Amidové

Azolové

0,021

0,040

0,014

0,037

0,011

Fenoxy

0,050

Glyfosatové

0,081

0,322

0,141

0,362

0,380

0,088

Chloracetanilidové

Chloridazonové

Karbamatové

Mocovinové

Nikotinové

Organochlorové

Ostatni

0,173

Pyrethroidy

0,001

Triazinové

Sumarni koncentrace

Pesticidy
U¢inné latky a metabolity

0,097

0,097

0,050 | OISR

34

0,124

0,010

0,014

0,099

0,014

Amidové

0,035

0,219

Azolové

0,029

0,050

Fenoxy

0,043

Glyfosatové

0,044

0,020

0,447

0,333

Chloracetanilidové

0,043

Chloridazonové

0,286

Karbamatové

0,022

Mocovinové

0,012

Nikotinové

0,020

0,010

0,027

0,013

Organochlorové

Ostatni

0,794

0,095

0,023

0,023

Pyrethroidy

0,004

Triazinové

0,0100,115

Sumérni koncentrace

0,044

0,046

0,044

0,029

0,112

0,441

0,039

_ pE

0,010
0,307

Cervené jsou vyznaceny hodnoty sumarni koncentrace, které prekrocily dfive platny legislativni limit pro padu (CR
1994) a navrhovany legislativni limit pro povrchovou vodu (EU 2022), upraveny pro potreby této zpravy.



Tab. 2c: Pesticidy v zemédélské pidé (S: mg/kg susiny)a okolni povrchové vodé (W: ug/l) CR

Ucinné latky a metabolity S W S W S w S W S W S w
Amidové 0,010 0,054 0,021

Azolové 0,085 0,022 0,023 0,07210,012 0,169

Fenoxy 0,032 0,040 0,011 0,044

Glyfosatové 0,020 0,380 (0,111 0,380 0,027 ] 0,661 4,3451 0,185 0,129
Chloracetanilidové 0,031 0,175 0,255 0,146 0,059 0,256
Chloridazonové 0,025 0,059 2,748 0,050 | 0,270
Karbamatové

Mocovinové 0,015
Nikotinové 0,010 0,060
Organochlorové
Ostatni 0,170 0,601 0,033
Pyrethroidy 0,021
Triazinové 0,035]0,012 0,089 0,320

Sumérni koncentrace lg 0,402 |! 0,355 m 0,048 ‘

Pesticidy 43 44 45

Ucinné latky a metabolity S W S w S wW
Amidové 0,015} 0,013 [ 0,080 || 0,035
Azolové 0,015} 0,035 (0,012 0,038 | 0,053
Fenoxy
Glyfosatové 0,263 0,081 10,319 0,982
Chloracetanilidové 0,756 0,008 [ 0,280
Chloridazonové 0,155 (0,083 0,014
Karbamatové

Mocovinové

Nikotinové

Organochlorové
Ostatni 0,034 0,031 (0,014
Pyrethroidy 0,003
Triazinové 0,014 0,072

Sumérni koncentrace 0,494

Cervené jsou vyznaceny hodnoty sumarni koncentrace, které prekrocily dfive platny legislativni limit pro padu (CR
1994) a navrhovany legislativni limit pro povrchovou vodu (EU 2022), upraveny pro potreby této zpravy.
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Obr. 2: Suméarni koncentrace ucinnych pesticidnich latek a jejich metaboliti v zemédélskych
ptidach Ceské republiky. Cervené jsou vyznaceny vzorky, které nevyhovély dfive platnému
legislativnimu limitu (CR 1994).
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Obr. 3: Sumarni koncentrace tcinnych pesticidnich latek a jejich metaboliti v povrchovych

vodéach Ceské republiky. Cervené jsou vyznaceny vzorky, které nevyhovély navrhovanému
legislativnimu limitu (EU 2022), upravenému pro potreby této zpravy.



V padé byly nejvice zastoupeny pesticidy glyfosatové > ostatni > azolové. Nejcastéji
kvantitativné zjisténym pesticidem byla AMPA, metabolit herbicidu glyfosat, kterd byla
nalezena ve 35vzorcich. V povrchové vodé byly nejvice zastoupeny pesticidy
chloracetanilidové > glyfosatové > chloridazonové > ostatni > triazinové > azolové. Nejcastéji
kvantitativné zjisténym pesticidem byl 1,2,4-triazol, relevantni metabolit azolovych pesticidy,

ktery byl zjistén ve 26 vzorcich. Zastoupeni skupin je shrnuto v Tab. 3, nejcastéji zjisténé
pesticidy v Tab. 4 a vSechny kvantitativné zjisténé pesticidy v Tab. 5.

Tab. 3: Zastoupeni jednotlivych skupin pesticidd ve 45 vzorcich zemedélské pldy a povrchové
vody Ceské republiky

. Sumarni koncentrace Pocet pozitivnich nalezu
I"?.St',c |’dy - . Puda Povrch. voda o Povrchova
Ucinné latky a jejich metabolity mg/kg su§iny pg/l Puda T
Amidové 0,769 0,640 17 11
Azolové 1,026 2,846 32 34
Fenoxy 0,014 0,745 1 18
Glyfosatové 53 41
Chloracetanilidové 0,330 16 79
Chloridazonové 0,275 6,324 8 23
Karbaméatové 0,015 0,050 1 3
Mocovinové 0,294 0,614 7 9
Nikotinové 0,036 0,233 3 9
Organochlorové 0,025 1
Ostatni | 2,087] 3,358 42 22
Pyrethroidy 0,046 8
Triazinové 0,530 3,110 18 78

Tab. 4: Nejcasteji (10 a vice pozitivnich nalezd) kvantitativné zjisténé pesticidy ve 45 vzorcich
zemédélské pudy a povrchové vody Ceské republiky

Pada Povrchova voda

Pesticid Skupiny | "oce! Pesticid Skupina Pocet

naleza nalezi
AMPA glyfosatové 35 [1,2,4-Triazole azolové 26
Glyphosate glyfosatové 18 [|AMPA glyfosatové 24
Fenpropidin ostatnf 12 Atrazine-2-hydroxy triazinové 22
Tebuconazole azolové 11 Metazachlor ESA chloracetanilidové 22
Terbuthylazine-hydroxy | triazinové 10 [ Terbuthylazine-hydroxy | triazinové 21
Chloridazon-desphenyl | chloridazonové 19
Glyphosate glyfosatové 17
Metazachlor OA chloracetanilidové 16
Terbuthylazine-desethyl | triazinové 11
Alachlor ESA chloracetanilidové 10
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Tab. 5: VSechny kvantitativné zjisténé pesticidy ve 45 vzorcich zemédélské pldy a povrchové

vody Ceské republiky

BAM, boscalid, diflufenican, dimethenamid, flufenacet ESA,

Amidové mandipropamid, metalaxyl, naptalam, pethoxamid ESA, prochloraz
), 1,2,4-triazole, difenoconazole, epoxiconazole, fludioxonil,
Azolové
metconazole, sedaxane, tebuconazole
Fenoxy 2.4-DP (isomers), fluazifop, MCPA, MCPP (isomers), quizalofop

Glyfosatové

AMPA, glyphosate

Chloracetanilidové

acetochlor ESA, alachlor, alachlor ESA, dimetachlor CGA 369873,
dimethachlor ESA, metazachlor, metazachlor ESA, metazachlor OA,
metolachlor (isomers), metolachlor CGA 368208, metolachlor ESA,
metolachlor NOA 413173, metolachlor OA

Chloridazonové

chloridazon-desphenyl, chloridazon-methyl desphenyl

Karbamatové carbendazim, pirimicarb, propoxur
.. i foramsulfuron, chlorotoluron, chlorotoluron-desmethy,
Mocovinové . . .
methabenzthiazuron, nicosulfuron, thifensulfuron-methyl
Nikotinové acetamiprid, imidacloprid, thiacloprid, thiamethoxam
Organochlorové clofentezine
azoxystrobin, azoxystrobin-o-demethyl, bentazone, bentazone
methyl, clopyralid, dimethomorph, dimoxystrobin, ethofumesate,
Ostatni fenpropidin, fluopicolide, fluopyram, fluroxypyr, imazamox,
mesotrione, pendimethalin, picloram, pyraclostrobin, pyriproxifen,
quinmerac, spiroxamine
Pyrethroidy cypermethrin (isomers), deltamethrin (isomers)
atrazine, atrazine-2-hydroxy, atrazine-desethyl, metribuzin-
.. ), desamino diketo, secbumeton, simazine-2-hydroxy, terbuthylazine,
Triazinové

terbuthylazine-desethyl, terbuthylazine-desethyl-2-hydroxy,
terbuthylazine-hydroxy, terbutryn

Z kraju dopadl nejhure Jihocesky, ve kterém byla zvolena 4 odbérovad mista. V ptdé byla
pramérnd koncentrace pesticidl vramci kraji druha nejvyssi, v povrchové vodé nejvyssi.
Vysledky pro Jihocesky kraj jsou graficky zpracovany na Obr. 4-6. Totoznym zpidsobem byly
zpracovany vysledky pro vsechny kraje, coz bude nésledné vyuzito pfi tvorbé vystupu
specializovand mapa s odbornym obsahem.
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Jihoéesky kraj: puda
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Obr. 6: Jednotlivé ucinné pesticidni latky a jejich metabolity v Jihoceském kraji

14



1.3 Testovaci lokalita Ném¢ice
Pred vystavbou poloprovozniho zafizeni byl na testovaci lokalité v Némcicich proveden
screening pesticidd (Obr. 7 a 8). V pudé bylo zjisténo celkem 8 pesticidnich latek v sumami
koncentraci 0,455 mg/kg susiny, v povrchové vodé celkem 7 pesticidnich latek v sumami
koncentraci 0,825 pg/l. Vobou pfipadech doslo k prekroceni vyse popsanych legislativnich
limitd. Zastoupeni pesticidd je uvedeno v Tab. 6.

Tab. 6: Zastoupeni jednotlivych skupin pesticidi na testovaci lokalité Némcice

Pesticidy
Ucinné latky a jejich metabolity

Sumarni koncentrace

Pocet pozitivnich nalezu

Pada
mg/kg susiny

Povrch. voda
pg/l

Pada Povrchova
voda

Amidové

0,111

Azolové

0,025

0,180

Fenoxy

Glyfosatové

0,183

0,201

Chloracetanilidové

0,431

Chloridazonové

Karbaméatové

Mocovinové

Nikotinové

Organochlorové

Ostatni

0,180

Pyrethroidy

Triazinové

0,013

15



Némdice: puda
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Pocet kvantitativné zjisténych pesticidi
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2 VYZKUMNY USTAV MELIORACi A OCHRANY PUDY

2.1 Navrh, vystavba a realizace kombinovaného bioreaktoru

Projekt experimentalniho kombinovaného bioreaktoru je rfesen v experimentalnim povodi
VUMOPuU na rozhrani obci Némeice a Zdar (okr. Blansko). Toto povodi je kontinudlné
sledovéno od roku 2005 a je jednou z modelovych lokalit, kde VUMOP, v.v.i. dlouhodobé
provadi vyzkumné aktivity. Povodi ma rozlohu 347 ha (po uzavérovy profil protipovodnové
nadrze - poldru). Zorméni povodi dosahuje cca 50 %, jednd se o intenzivné zemédélsky
vyuzivané Uzemi, z ¢asti odvodnéné drenazi. Drendzni soustavy jsou zaustény do bezejmenné
vodotece protékaijici skrz povodi a Ustici do uzavérového profilu. Pravé na této vodotedi je
vybudovéno mémé zafizeni VUMOP a kombinovany bioreaktor.

~
-ty

Vi \ s kag, 2 y <
Y/“ \ Bl 4 S gg,‘?) &
Pt - B ey 20 My 46, £
— N~ | = N L, (3,‘*
s 1(, N\ NG /e”,, : .{‘ 3
A - t Nk gl
i LT N R 6\,.4-———':-.;- o 4 \L..ﬂ}}:.g{"n )
s~ I ¢ : N et SN
- ‘ Po | Ny S ek 4
(R Sty Al
v Sz

Lokalizace bioreaktoru
a mérného profilu

Legenda
* Uzavérovy profil povodi

[ Povodi Néméice

0 150 300 600
S

Vyzkumny éstav melioraci
aochrany piidy, v.v.i.

Obr. 9: Prfehledka zajmového povodi véetné polohy mérného profilu a bioreaktoru

18



= &
| . 7 ; e

Obr. 01: Ukézka z extrémni srazkoodtokové udalosti dne 13.9.2023, kdy vodnim tokem po
privalové bource teklo az 700 I/s.

Reseni projektu ze strany Vyzkumného Ustavu melioraci a ochrany pudy, v.v.i. se v roce 2023
neslov duchu navrhu, realizace, zprovoznéni experimentélniho kombinovaného bioreaktoru
v lokalité Némcice.

Cinnosti Ize rozdélit na nékolik zidkladnich fazi:

Navrh konstrukce kombinovaného bioreaktoru.

Realizace vyroby kombinovaného bioreaktoru.

Priprava lokality Némcice k instalaci kombinovaného bioreaktoru.
Instalace kombinovaného bioreaktoru.

PN =
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Upravy vnitini konstrukce a instalace méfici techniky.

Naplnéni kombinovaného bioreaktoru stépkou z topolu.
Zahajeni testovaciho provozu kombinovaného bioreaktoru.
Zahajeni plného funkéniho provozu kombinovaného bioreaktoru.
Instalace vodoméru na pfivodni potrubi.

Odbéry vzorkl vody.

Zajisténi dalkového dohledového systému (kamery).

T o0 NoO

- O

Navrh konstrukce kombinovaného bioreaktoru

Konstrukce kombinovaného bioreaktoru byla rdmcové navrzena jiz v dobé podéani navrhu
projektu. Zadkladem konstrukce je vélcova nadrz o objemucca 5 m3. Nadrz mé ve vnitini bocich
2 oddélené komory (bez stépky), které slouzi pro pfivod vody, odvod vody, instalaci méfici
techniky. Nadrz je déle vybavenavnitinimi rozvody vody, vnitini instalaci prostupl pro odbér
vzorkd vody z hloubek 30, 60, 90 cm, vnitini instalaci senzord pro sledovani jakosti vody
v hloubkéach 30, 60, 90 cm. Soucésti nadrze je i venkovniuzamykatelny box, kde jsou umistény
kohouty pro odbér vzorkl vody zrdznych hloubek nédrze, vypustny kohout, box pro
elektroinstalaci méfici techniky, aj. Nadrz ma odnimatelné viko. Tato nadrz je naplnéna drewni
Stépkou a osazena méfici technikou pro sledovani kvalitativnich parametrd vody v nadrzi.

Obr. 02: Pracovni nacrty a skici pri vyvoji podoby bioreaktoru

Na zakladé téchto pozadavkd bylo osloveno nékolik vyrobcl plastovych nadrzi, z nichz byl
nakonec vybrédn dodavatel, ktery byl schopen garantovat poZzadované parametry a termin
realizace nadrze.
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Vzhledem ktomu, Ze se jedna o prototyp nadrze, jeji vyvoj probihal i v prabéhu samotné
realizace. Proto podrobna technickd dokumentace bude zpracovéana az v dalsim pribéhu
reSeni projektu.

Realizace vyroby kombinovaného bioreaktoru

Pri samotné realizaci bylo nutné vyresit celou rfadu technickych zélezitosti. Zakladem
bioreaktoru(nadrze)je polypropylenova plastovéd néddoba. Taje vyrobenanazakazku(na miru),
jako atypicka valcova nadrz z materialu (polypropylenu) o nadstandardni tloustce 10 mm. Tato
sila materidlu byla zvolena z dlivodu vy$si odolnosti samotné nadrze. Proto byly pribézné
s vyrobcem néadrze poradany kontrolni dny a konzultovéna realizace néddrze a pozadované
Upravy. Realizace nadrze probéhla vterminu cerven-srpen 2023.

Obr. 03: Realizace nadrze bioreaktoru externim dodavatelem

Priprava lokality k umisténi kombinovaného bioreaktoru

Soucasné s vyrobou skeletu kombinovaného bioreaktoru probihaly pfipravné prace v lokalité
Némcice. V prvni fazi byla vybrana presna lokalita umisténi bioreaktoru. Lokalita se nachazi
vtésné blizkosti vodniho toku pod experimentdlnim mérmym zafizenim VUMOPu.
Experimentalni profil VUMOPuU na Némc¢ickém potoce je vybaven Thompsonovym mé&rnym
prelivem, ultrazvukovou méfici sondou, a datovou stanici FIEDLER, kterd kontinualné mér
prutok vodyv toku, teplotu, srazky. Déle je profil osazenautomatickym vzorkovacem ISCO. Ten
odebira v zavislosti na pritoku vzorky vody z toku pfi srazkoodtokovych udalostech (zvysenych
pratocich).

Lokalita pro umisténi kombinovaného bioreaktoru se nachézi cca 30 m pod timto mérnym
profilem VUMOP. Misto pro usazenibioreaktoru bylo nutné nejprve pripravit - vysekat naletové
dreviny a urovnat terén.
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Obr. 14: ThomsonGv mérny preliv (vlevo) a poloha budouciho bioreaktoru (vpravo)

Z dlvodu odlehlosti dané lokality bylo nutné vyresit problémy se zdsobovanim bioreaktoru
elektrickou energii. Ta neni sama o sobé& nutnd pro jeho provoz-ten je navrzen jako
bezudrzbovy. Elektrickd energie je ovSsem nezbytna pro mérici zafizeni, kterymi je bioreaktor
osazen (sondy teploty, pH, ORP, rozpustény kyslik, zafizeni pro odbér vzorkd ISCO, datova
stanice FIEDLER, aj.). Pro tyto zafizeni byl navrzen k zdsobovéani elektrickou energii solami
panel.

Pro dodéavky vody bylo zvoleno beziudrzbové feseni gravitaéni metodou. Vzhledem k absenci
elektrické energie ze sité a pomérné velké elektrické narocnosti cerpadel, kterd by mohla
dodavat vodu z toku do bioreaktoru, byla zvolena jako nejvhodnéjsi moznost kontinuélniho
zasobovani vodou z vodniho toku varianta gravitacni. Tedy pfivedeni vody z vyssich partii
vodniho toku trubnim vedenim pfimo do bioreaktoru. Geodeticky byla cela lokalita vyskové
zamérena. Samotny bioreaktor je usazen cca 70 cm pod Urovni terénu. Déle proti proudu toku
(cca 106 m od samotného bioreaktoru) je vybudovéna maléd hrézka, kterd vzdouva vodni
hladinutoku o cca 60 cmnad stavajici Groven. Vzhledem k mirné svazitosti koryta vodniho toku
bylo nutné hrazku umistit do takto vzdalené oblasti. Z hrazky je vedeno plastové vodovodni
potrubi o priméru 5/4 (palce) korytem toku pfimo k bioreaktoru. Najeho Usti je osazen Skrtici
ventil 5/4, ktery umoznuje regulovat mnozstvi prdtoku vody do bioreaktoru.

Rovnéz bylo nutné zajistit prostup pfrivodniho potrubi pres stavajici betonovy objekt
Thompsonova mérného prelivu. Ktomu bylo vyuZito externiho dodavatele, ktery zajistil
jadrové vrtani betonového objektu.
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Obr. 16: Jadrové vrtani prostupu stavajiciho mérného profilu pro vodovodni potrubi

Nasledovala Uprava samotné plochy pro umisténi bioreaktoru. Vzhledem k vyskovym
pomérlim a omezeni rizika promrzéni byla nadrz bioreaktoru umisténa cca 70 cm pod
stavajicim terénem. Vykop byl proveden bagrem dne 31.8.2023 a nésledné urovnan tak, aby
bylo pfipraveno pevné ltzko pro usazeni nadrze.

Obr. 17: Terénni prace pfi vykopu lokality pro budouci usazeni bioreaktoru dne 31.8.2023
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Instalace nadrze kombinovaného bioreaktoru

Samotna nadrz bioreaktoru byla vyrobena v terminudo 31.8.2023. Jeji prevezenina lokalitu a
usazeni probéhlo 6.9.2023.

Obr. 18: Prvotni usazeni bioreaktoru dne 6.92.2023

Uprava vnitini konstrukce bioreaktoru a instalace méfici techniky

Néasledovaly dokoncovaci prace na samotném bioreaktoru. Tedy instalace privodniho a
odpadniho potrubi, dokoncovaci prace vnitiniho usporadéani néddrze, osazeni stozaru se
solarnim panelem, privodniho elektrického vedeni, osazeni stoZéru a datové stanice FIEDLER,
osazeni méfici technikou.

Skrz nadrz bioreaktoru vedou 3 prostupy v hloubkach 30 cm, 60 cm, 90 cm (ode dna). Kazdy
tento prostup je osazen 1x sondou pro méreni pH, teploty a ORP (oxidacné-redukéni
potencial). Déle je na vystupu vody z nddrze osazen specialnisnimac pro stanoveni vystupniho
mnozstvi rozpusténého kysliku z nadrze.

Osazend méfici technika:

- datova stanice FIEDLER (univerzalni multikandlovéd méfici a zdznamova jednotka pro
sbér dat a fizeni navadzané technologie - GSM/GPRS (Wi-Fi) Data Logger),

- 3 xsonda pH (PH485 sonda s vystupem RS485),

- 3xsonda ORP (ORP"485 - redox sondy s vystupem RS485),

- Ixsondarozpustény kyslik (ESKO 12 - opticky snimac rozpusténého kysliku ve vodé),

- 1Ix hydrostaticky ponorny hladinomér TSH22,

- Ix kontinualni vzorkovac ISCO 6712.
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Obr. 19: Prace na konstrukci bioreaktoru (vlevo privodni potrubi vody véetné skrticiho ventilu,
vpravo Upravy vnitinich prvkd bioreaktoru)

A i ey

Obr. 20: Ukdzka konstrukce bioreaktoru véetné okolnich zafizeni (datova stanice FIEDLER,
vzorkovac ISCO, ...)
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Obr. 21: Testovaci naplnéni bioreaktoru vodou (vlevo), vnitini usporadani vzorkovace ISCO
(uprostred), privodni potrubi vody do bioreaktoru (vpravo)

PInéni bioreaktoru stépkou

K naplnéni bioreaktoru dfevni stépkou byla zvolena na zakladé predchozich zkusenostia
vyzkumnych aktivit VUT dfevni stépka z topolu. Otazkou bylo, zda vyuzit drevni stépku z topolu
obecného, ¢i topolu japonského. Z divodu snadné dostupnosti byl zvolen topol japonsky.
Péstuje se na velkoplosnych plantézich jako energetickd surovina. Je tedy snadno dostupny a
pfipadé vystavby podobnych bioreaktord v redlnych podminkdch bude dostupnost suroviny
(Stépky) zdsadnim faktorem. Proto pro testovaci provoz byla zvolena tato varianta topolu.

Drevni stépka topolu japonského byla zajisténa ze soukromé plantaze z oblasti Havlickova
Brodu. Sucha stépka byla dodéana v pytlich a drcena na frakci 0-80 mm. Tato frakce vsak byla
pro Ucely testovani bioreaktoru pfilis hruba. Proto byla stépka dodatecné stépkovana(drcena)
zapUjcenym prenosnym stépkovacem piimo na lokalité Némcice na vyslednou frakci 0-40 mm

Obr. 22: Dodatecné drceni drevni Stépky a plnéni do bioreaktoru dne 5.10.2023
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Obr. 23: Ukéazka frakce drevni stépky v bioreaktoru

Drevni stépka z mékkého dreva topolu byla nasypana do bioreaktoru v mnozstvi odpovidajici
cca 50 % objemu nadrze. Néasledné byla zaplavena vodou. Divod pouze ¢astecného naplnéni
spocival ve schopnosti stépky plavat. Proto byla stépka do bioreaktoru doplriovéana postupné,
v zavislosti na jejim nasyceni vodou a usazovanim na dné nadrze. Prokazalo se, ze stépka
z topoluztracischopnostplavatasedéke dnunadrze po cca 5titydnech zatopeni. Kontinuélné
je tedy stépka do nadrze doplnovéana tak, aby cilovy stav byl 100% naplnéni nadrze drewni
stépkou.

V soucasnosti (pocatek roku 2024) je bioreaktor naplnén cca z 90 % drevni Stépkou.
Predpoklad je takovy, Ze v pribéhu Unora-brezna 2024 bude naplnén na plnou kapacitu.

Zahajeni testovaciho provozu kombinovaného bioreaktoru

Za zahdjeni testovaciho provozu bioreaktoru povazujeme datum 5.10.2023. V tento ten byl
poprvé naplnén drevni stépkou a zaplaven vodou. Od tohoto terminu dochézi k pravidelné
kontrole bioreaktoru cca 1xtydné. Pri kazdé navstévé probéhne kontrola pfivodnih o potrubi a
saciho kose na hrazce privodniho potrubi, kontrola pfipojenych sond, kontrola hladiny vody
v nadrzi a pratoku vody pres nadrz, doplnéni chybéjici dfevni stépky. Soucasné dochazi
k odbérlm vzorkl vody (jak z nédrze, tak ze vzorkovaci).

Zahajeni monitoringu provozu bioreaktoru

Osazend mérici technika bioreaktoru je plné kompatibilni s datovou stanici FIEDLER, kterd
pravidelné odesila data do webového prostredi. TudiZje mozny on-line monitoring parametr(
jakosti vody v bioreaktoru a informace o stavu (pratocich) ve vodnim toku. Veskera data
z méficich sond jsou zélohovédna a je mozno vyhodnotit prdbéh vybranych parametrl za
libovolné obdobi. Prozatim vzhledem ke stédle ,nabihajici” fazi bioreaktoru neuvadime
vyhodnoceni parametrd.
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Obr. 24: Ukdzka webového prostredi online monitoringu parametrd jakostivody v bioreaktoru

a prutokd vody ve vodnim toku

Instalace vodoméru na privodni potrubi
Pfivodni potrubi na vstupu do bioreaktoru bylo osazeno domovnim vodomérem. Ten umozni
sledovat objem vody, které za ¢asovou jednotku protece do bioreaktoru. Pfi pravidelnych
odectech budeme schopni stanovit pritok vody bioreaktorem a dobu zdrzeni vody v nadrzi.
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Obr. 25: Domovni vodomér umistény na privodnim potrubi do bioreaktoru

Odbér vzorki vody

Odbeérvzorkd vody k dalsim rozbordm je provadén 1x tydné, ¢i dle potreby. Odebirany jsou
jak vzorky referencni (z vodniho toku), tak ze samotného bioreaktoru (jednotlivych hladin
v nadrzi a vystupu z néj). Déle jsou odebirany slévané vzorky ze vzorkovacu ISCO. Tyto vzorky

jsou odebirany periodicky na zédkladé zvoleného intervalu (napr. odbér 20 ml vody kazdych
6 hodin).

Obr. 26: Vzorkovnice pro odbér vody

Zajisténi dalkového dohledového systému (kamery)

Pro kontinualnimoZnost dalkového sledovanilokality, stavu vodniho toku, stavu bioreaktory,
stavu okoli (snéhova pokryvka, vitr, dést) a i z hlediska bezpecnosti byla do bezprostredni
blizkosti bioreaktoru instalovana soldrnim panelem napéjenad webovéd kamera s dobijeci
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baterii. Tato kamera nepretrzité sleduje bioreaktor a jeho okoli. Je napédjenasolarnim panelem
a pfi omezeni slunecniho svitu (noc, zataZzené pocasi) se napdji pfipojenym akumulatorem.
Prostfednictvim datové SIM umoznuje pfistup skrz mobilni aplikaci odkudkoliv.

kameru

Obr. 28: Soucasny stav experimentalniho kombinovaného bioreaktoru v zimnim obdobi
2023/2024
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3 VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

3.1 Batch testy

Nejprve byly nastaveny a ovéreny podminky semikontinuainiho 28-denniho laboratorniho
testu s hoblinami pouzitymi v poloprovoznim bioreaktoru (japonsky topol). Metodika testu je
popsanav Panikova et al. 2023. Test slozi k ovéfeni vyuzitelnosti denitrifikaénich bioreaktort
pro soubézné odstranénipesticidnich latek a dusi¢nan( - coz je Gcel nového kombinovaného
bioreaktoru. Bylo zjisténo, ze davku hoblin v testu je potfeba oproti plvodni metodice zvysit
na 25 g/2 | z dGvodu nizsiho uvolfiovani organickych latek.

Byly provedeny 2testy smetolachlorem, kterymi byl stanoven vliv tohoto pesticidu
v koncentraci 100 pg/l na denitrifikaéni rychlost. Byl zjistén nepatrné stimulaéni ucinek, a to
1,8% v 1.testua8,8%v2.testu(vizObr. 29).
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Obr. 29: Vyvoj koncentrace N-NOs a denitrifikacni rychlosti v ¢ase. Vyznam symbolG: r -
denitrifikacni rychlost, C - kontrola, T1 - vzorek stestovanym pesticidem, T2 - vzorek
s testovanym pesticidem a inhibitorem biochemickych procesd.

3.2 Testovaci provoz kombinovaného bioreaktoru

Po sestaveni poloprovozni jednotky a technickém zajisténi provozu kombinovaného
bioreaktoru a vzorkovacl a naplnéni reaktoru stépkou, které probéhlo vterminu 5. a
6.10.2023, byl poloprovozni reaktor spustén a od 18.10. 2023 jsou provadény pravidelné
tydenni odbéry vzorkl vody na vstupu a vystupu z reaktoru, a to jak bodovych, tak slévanych
tydennich vzork(. U téchto vzorkd se v laboratofi VUT stanovuje pH, Konduktivita (uS/cm),
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CHSKc, (mg/l), BSKs (mg/l), formy dusiku (N-NOz, N-Nox, N-NHa, Nk - mg/l) a koncentrace
celkového fosforu (P. - mg/I).

Vedle téchtoméreniprobihéd on-line monitoring pomocizabudovanych sond, které sledujityto
parametry: rozpusténykyslik (mg/l)ateplotana odtoku z reaktoru, hladinavodyv reaktoru (m),
pH, ORP (mV) a teplota (°C) ve vysce 30, 60 a 90 cm ode dna reaktoru). Méreni probiha od
13.10.2023 a data jsou prenasena do webového prohlizec¢e namérenych dat dostupna na
adrese https://stanice.fiedler-magr.cz/index2.php.

Pdvodné mél byt reaktor osazen i dalsimi sondami na méreni kysliku v misté, kde jsou nyni
umistény ORP on-linesondy, ale z technickych ddvodd to nebylo mozné, atakje kyslik v téchto
mérnych profilech sledovan pfi kazdotydennim odbéruvzorkd pomociprenosnésondy HACH.

Pro stanovenidobyzdrzenivody(HRT -HydraulicRetention Time, h) a dalsichvyhodnoceni byl
u reaktoru instalovan prltokomér, nejdfive umistény na odtoku (10.11.2023), kde ale
zpusoboval vzedmuti hladiny v reaktoru a ¢ast vody tak odtékala prepadovym odtokem. Proto
byl prepojen na pfivodni potrubi (12.12. 2023), a tim se eliminoval problém s vzedmutim
hladiny v reaktoru, nicméné pri vyssich pratocich vody v recipientu dochézi k zanaseni saciho
kose hrubymi necistotami, coz snizuje pritok vody do reaktoru a velké kolisani HRT (az 252 h).
Toto je zatim feSeno pravidelnym cisténim saciho kose.

Veskera datajsou schraniovéna a uklddanado sdilenéhotabulkového souboru, ke kterému maji
pristup vSichni ¢lenové vyzkumného tymu
(https://vutbr.sharepoint.com/:x:/s/ELIPES/ERmTCd--
_K9JrFnvM[94i00BsDj3kwMRZbczrOptbfN7tw?e=pB5j%e).

Na pfipravé a realizaci sestaveni poloprovozni jednotky kombinovaného denitrifikaéniho
bioreaktoru v lokalité Némcice se podileli zejména ¢lenové tymu VUMOP a VUT, stejné jako na
technickém zajisténi provozu reaktoru a vzorkovacud. Pivodni pléan, ze bude reaktor spustén
v poloviné zafi byl narusen necekanou extrémni srazkovou udalosti (14.9.), ktera vyplavila
prazdny reaktor nachystany na naplnénistépkou, a bylo nutné znovu usadit reaktor na misto.

Od spusténireaktoru, tedyod 6.10.2023 probihdnabéhovafaze bioreaktoru, kdy by mélo dojit
k maximalizaci denitrifikani G¢innosti. Tato faze obvykle probihd béhem prvnich deviti tydnd
provozu reaktoru. Planovana byla zamérné v tretim kvartdlu roku 2023, kdy dochéaz
k pozvolnému uvolnovani CHSKc, diky mirnéjsim teplotdam. Podle predchozich zkuSenosti pri
vyssich teplotach, které jsou v letnich mésicich, by mohlo dochéazet k prudkému vyluhovani
CHSKc: a tedy k vy$Simu zatézovani toku témito latkami. Optimalni koncentrace CHSKc, na
odtoku by méla byt kolem 100 mg/I (viz Obr. 30). Z toho organické latky souhrnné oznacené
jako BSKs se pohybovaly v mnozstvi rddové jednotek, maximalné do 14 mg/| (viz Obr. 31).
Nejen mnozstvi vyluhovaného CHSKc,, resp. BSKs je zavislé na teploté, ale hlavné aktivita
mikroorganism, na kterych je zaloZen hlavni princip celého denitrifikacniho bioreaktoru, a to
redukce dusi¢nan(, resp. dusitanti az na plynny dusik. Proto je teplota sledovéna nejen na
vystupu z reaktoru, ale i ve vyskovych profilech v naplni reaktoru (30, 60 a 90 cm ode dna
reaktoru). Jak je patrné z Obr. 32, teplota vody v reaktoru klesla témérk nule, kdy se vétsina
mikrobiologickych procest Gplné zastavi nebo rapidné klesne aktivita mikroorganismu. Tomu
odpovidaji i namérené hodnoty rozpusténého kysliku a ORP. Pro optimalni prdbéh
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denitrifikace je vhodné anoxické prostredi(bezpfitomnosti kysliku) a nizké hodnoty ORP, které
diky mikrobialni aktivité aerobnich organismu. Tinejdfive vycerpajirozpustény kyslik ve vodé,
nasledné tedy vznikne vhodné prostredi pro denitrifikaci. Takovy stav nastal v obdobi do
15.11.2023 (Obr. 32), pak uz byla teplota prilis nizkd. To korespondujei s tim, Ze nejvyssi
dosazené ucinnost denitrifikace neboli procento odstranéni dusi¢nand byla dosazena 7.11.,
kdy byla namérena tGcinnost témér 86 % (Obr. 33), zaroven dochazi k optimalnimu vyluhovani
CHSKcr (do 100 mg/l). Jak uz bylo feceno, diky klesajici teploté zacala aktivita denitrifikacnich
bakterii klesat a Ucinnost odstranéni dusi¢nand se snizila na 10 %. Ddlezitym sledovanym
parametrem je také koncentrace dusitanového dusiku(Obr. 34). BEhem nabéhové faze, ale i
po ni, by vys$si koncentrace dusitant mohla negativné ovliviiovat G¢innost denitrifikace (pfi
vyssich koncentracich dochéazi k inhibici procesu), coz se béhem ndbéhové faze nestalo
(koncentrace neprekrocila 1 mg/l N-NOz). Vkombinovaném poloprovoznim reaktoru byla
sledovana celé skala pesticidnich latek a jejich metabolitd. BEhem ndbéhové faze byly ve
vzorcich vod na pfitoku a odtoku z reaktoru zjistény pozitivnihodnoty péti pesticidd: DNOC
(4,6-dinitro-o-cresol), dimethylaminosulfanilid, glyfosét, isoproturona propamokarb. Tyto latky
byly zjistény jak ve vzorcich bodovych, tak ve slévanych tydennich vzorcich, ale pouze
sporadicky a ve velmi nizkych koncentracich (setiny pg/l). Vice pozitivnich nalezd bylo u
metabolitl, zejména 1,2,4-triazol, AMPA (kyselina aminomethanfosfonova),
dimethylaminosulfanilid, metolachlor ESA, metolachlor NOA 413173 a pethoxamid ESA. Ale i
u téch koncentrace nepresahly desetiny pg/l. Osud téchto latek v bioreaktoru naznacuje
Obr. 35, kde jsou uvedeny rozdily koncentraci na vstupu a vystupu reaktoru vybranych latek.
Kladné hodnoty znamenaji, Ze se latky pravdépodobné sorbuji na stépku (napt. 1,2,4 -triazol),
zaporné hodnoty znamenaji, ze se tyto latky ze stépky pravdépodobné uvolnuji nebo
v reaktoru vznikaji (napf. AMPA). Vzhledem k tomu, Ze je reaktor stale v ndbéhové fazi a dat je
doposud relativné malo, je na podrobnéjsi vyhodnoceni stale pfiliz brzy.
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Obr. 30: Koncentrace CHSKc,v nabéhové fazi
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Obr. 31: Koncentrace BSKs v nabéhové fazi
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Teplota - nédbéhova faze
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Obr. 32: Pribéh teplotv rGznych profilech reaktoru, oznaceni 30, 60 a 90 cm - teplota zmérena
na ORP sondach ve vysce 30, 60 a 90 cm ode dna reaktoru; O2 on-line - teplota zmérena na
kyslikové sondé umisténé na odtoku z reaktoru (u hladiny); ¢idlo hladiny - teplota zmérena
pomoci ¢idla hladiny.
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Obr. 33: O2 - pritok - méreno prenosnou sondou HACH primo v toku; O2-30 cm, O2 - 60 cm
a O2 - 90 cm - mérfeno prenosnou sondou HACH ve vzorcich vody z profilG v reaktory;
O2_odtok - méreno on-line sondou umisténou na odtoku z reaktoru.
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Uéinnost odstranéni dusi¢nant - nabéhova faze
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koncentrace dusitanového dusiku (mg/l); zelena cara - CHSKc, (mg/l), kterd se uvolni
vyluhovanim stépky v reaktoru.
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Obr. 35: Rozdil koncentracivybranych metabolitd, po pratoku kombinovanym bioreaktorem.
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4 EPS BIOTECHNOLOGY

4.1 Screening degradujicich mikroorganismu z lokality némcicky potok

Zakladni mikrobiologicky rozbor

Vzorky, které byly vcervnu 2023 odebrany na lokalité Némcicky potok a prevezeny do
laboratore environmentélnichtechnologiispole¢nosti EPS, bylydo 24 hodin od jejich dodavky
zpracovany a mikrobiologicky vysetfeny. Pocty celkovych heterotrofnich kultivovatelnych

mikroorganismu véetné pracovniho oznaceni a mista jejich puvodu jsou shrnuty v nasledujici
tabulce.

Tab. 7: Seznam environmentéalnich vzorkda.

Misto odbéru Typ vzorku Oznaéenivzorku | CFU cai./ml nebo gsu:.
Voda pod hrazi 1 voda VPH 1 4,4E+04
Voda nad hrézi 2 voda VNH 1 3,2E+04
Sediment pod hrazi 1 sediment SPH 1 3,1TE+06
Sediment pod hrazi 2 sediment SPH 2 2,3E+06
Sediment pod hrazi 3 sediment SPH 3 5,8E+05
Sediment pod hrazi 4 sediment SPH 4 1,1E+06

Selekce degradujicich mikroorganismu v kapalnych médiich

Vzorky matric, které byly uvedeny v Tab. 7, prosly dvéma sériemi nabohacovacich
experimentdy, tak jak je popséano déle. Pri téchto experimentech byl pdvodni vzorek doplnén
mineralnimi nutrienty nebo/a zdrojem uhliku a energie, kterym byly vybrané pesticidy.

Zkazdéhododanéhovzorku kontaminovanématrice byloodebrédno 10 g sus. sedimentu nebo
10 ml vody a umisténo do sterilnich Erlenmeyerovych banéks 90 ml mineralniho média (BSM),
pfipadné s vybranym pesticidem. Banky byly obaleny alobalem, coz byla ochrana proti
fotodegradacipesticidl a bylyumistény natrfepacku. Po 1 tydnu od zapoceti experimentu bylo
provedeno v poradi druhé vysetfeni na celkové heterotrofni a rovnéz i degradujici
kultivovatelné mikroorganismydle prislusné SOP. Novy odbératreti mikrobiologické vysetreni
pak probéhlo po dalsimtydnu (tedy po 14 dnech od pocatku pokusu). VSechny experimenty
probihaly pfi bézné laboratorni teploté, kterd se pohybovala mezi 20 - 23 °C.

Zakladni kroky neobohacovacich experimentl jsou ilustrovany nasledujicim obrazkem.
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Obr. 36: Princip selekce degradujici mikroflory.

Za téchto podminek byly mikroorganismy kultivovény pod selekénim tlakem vybraného
pesticidua prabézné byla mérena optickad denzita, pH a pocty heterotrofnich a degradujicich
mikroorganismu (kultivacné).

Vzorky, které vykdzaly pozitivni odezvu na vySe uvedeny selekéni tlak, jsou uvedeny
v nasledujici tabulce a byla u nich provedena izolace mikroorganismd s pravdépodobnym
degradacnim potencidlem.

Z matric uvéddénych v Tab. 7 byly po provedeni nabohacovacich experimentd izolovany
pfitomné mikrobiélnitaxony s pravdépodobnym biodegradacnim potencidlem vicivybranym
pesticidim. Tyto izolaty byly odebirdny z agart ve formé monokoloniovych izolatd, pfipadné
byly dale precistovany, pokud to situace vyzadovala. Tyto izolaty byly mikroskopicky a
makroskopicky vySetreny, popsény a ulozeny k dal$im experimentdm ve formé Sikmych agart.

Tab. 8 je pak souhrnem vSech izolatd, které byly ziskdny a které zaroven vstoupily do

screeningové faze jejich degradacniho potenciélu, jak je popséno v nésledujici kapitole.

Tab. 8: Pocet a ndazvy monokoloniovych izolatd s pravdépodobnym degradacnim potencialem
vaci pesticidnim latkam.

Pocet izolata Oznaceni izolatu
Typ vzorku Oznaceni vzorku pravdépodobnych
degradéru

voda 4 V1/1
V1/2

VPH 1 V1/3

V1/4

voda VNH 1 1 V2/1
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sediment 5 S1/1
S1/2
SPH 1 S1/3
S1/4
S1/5
sediment 2 S 2/1
SPH 2 S2/2

sediment 2 S 3/1
SPH 3 S 3/2

2 S 4/
S4/2

sediment SPH 4

Jak je zfejmé z vyctu vSech monokoloniovychizolatl, ze 6 vzorkd kontaminovanych matric bylo
ziskano 16 mikrobialnich taxonl. VSechny byly rozfazeny podle Grammova barveni (pokud se
nejednalo o Gramm labilni bakterie) a popsany z hlediska morfologie a mikroskopického
obrazu (tyto informace nejsou soudasti této zpravy z divodu jejich rozsahu). Nasledné byly tyto
taxony identifikovany. Vysledky provedené identifikace a vhodnost dal$iho taxonl pro dalsi
vyuziti (na zékladé vysledkt zakladniho screeningu v priibéhu nabohacovacich experimentd,
kde bylasledovanacetnostkoloniijednotlivychizolatd) je shrnutav nasledujicitabulce. Vramci
zjednodusenije do Tab. 9 vloZzen sloupec s ndzvem ,Test”, ktery na zédkladé semaforového
principu déli izolaty na ty, které mély vyssi abundanci ve vySetfovanych médiich a nebyly
zarazeny mezi potenciélnipatogeny (zelena barva) a na ty, které byly zachyceny ve vzorcich
bud' v minimalnim mnozstvim nebo patfi do zdravotné rizikové skupiny (¢ervené barva).

Tab. 9: Identifikace a zakladni popis monokoloniovych izolatd s pravdépodobnym degradacnim
potencialem vuci pesticidnim latkam.

Izolat Identifikace Grammm’lo Tvavr Test
barveni bunék
V1/1 Pantoea agglomerans - tyCinky
V1/2 Shewanella oncorhynchi - tycinky
V1/3 Enterobacteriaceae -
C e e , koky
(nemozZné presnéjsi zarazeni)
V 1/4 Pseudomonas sivasensis - tycinky
V 2/1 Aeromonas salmonicida subsp. - .
. tyCinky
salmonicida
S1/1 Bacillus mycoides + tycinky
S1/2 Chryseobacterium luteum - tycinky
S1/3 Exiguobacterium artemiae + koky
S1/4 Pseudomonas canadensis - tycinky
S1/5 Bacillus toyonensis + tyCinky
S2/1 Pseudomonas paraversuta - tycinky
S 2/2 | Pseudarthrobacter psychrotolerans + tyCinky
S 3/1 Bacillus licheniformis + tyCinky
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S3/2 Aeromonas popoffii - tycCinky
S 4/1 Pantoea agglomerans - tyCinky
S4/2 Aeromonas encheleia - tyCinky

Popriméarniselekciaizolacibyla provedenaidentifikace vsech ziskanychtaxont a bylo zjisténo,
Ze minikolekce 16 bakterii obsahuje pouze 1 duplikat. S 15 zbylymi taxony byl tedy proveden
sekundami screening v mikrokultivaénim zafizeni Bioscreen C a pro kazdy taxon byla
namérena jeho rdstova krivka v pritomnostijednoho z 12 pesticidl, ktery v mineralnim médiu
slouzil jako vyhradni zdroj uhliku a energie.

Priklad rlstovych kfivek taxonu Pantoea agglomerans je uveden na nésledujicim obrazku.
Jedné se o zdznam rdstu této bakterie v minerdlnim médiu BSM (bez pridaného kontaminantu)
a déale o 4rdstové krivky v pfitomnosti pesticidd nebo jejich metabolitd ze skupiny
chloracetanilidd.

0,4

9%.

4 BSM
W BSM + metolachlor

A BSM + metolachlor ESA
A BSM + metazachlor

¥ BSM + metazachlor ESA

0,1

0,0

Cas (hod)

Obr. 37: Rastové kiivky bakterie Pantoea agglomerans v minerdlnim médiu BSM na pozadf
pritomnosti kontaminantG ze skupiny chloracetanilidovych pesticidd a jejich metabolitd.

Z grafu je zfejmé, Ze na samotném mineralnim médiu BSM bez pridavku C-zdroje, nebyla
schopna testovana bakterie zadného rlstu. Stejného vysledku bylo dosazeno rovnéz po
pridavku metolachloru ESA do kultivacniho prostfedi. U materské latky, metolachlor, se
objevila dlouhé lag faze, nicméné po této cca 3denni adaptacni periodé doslo k pomémé
dobrému nérlGstu. TaktéZz metazachlor a metazachlor ESA se jevi jako substraty umoznujici
nardst a budou tedy biodegradovany nebo alespon biotransformovany.
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Na zékladé vyhodnoceni rdstovych kfivek vSech izolatld na pozadi nésleduijicich
12 kontaminantl (metolachlor, metolachlor ESA, metolachlor OA, metazachlor, metazachlor
ESA, metazachlor OA, dimetachlor, dimetachlor ESA, 1,2,4 -triazol, atrazin-2hydroxy, glyfosat
a AMPA) byly z dalsich testd, pro Spatné rdstové vlastnostivyfazeny nasledujici taxony: V 1/2,
S1/4,51/5 a S2/1. Zddbvodu duplicity byl vyfazen kmen S 4/1. Z dGvodu zdravotniho rizika byly
taxony V 1/3 a V 2/1. Z pavodnich 16 taxont tak bylo vyfazeno 7. Zbylych 9 postoupilo do
dalsich testl. Jednéa se o nasledujici taxony, které jsou shrnuty v nize uvedené tabulce.

Tab. 10: Vysledna skupina izolatd, ktera prosla primarni i sekundarni selekci.

Izolat Identifikace
V 1/1 Pantoea agglomerans
V 1/4 Pseudomonas sivasensis
S 1/1 Bacillus mycoides
S1/2 Chryseobacterium luteum
S1/3 Exiguobacterium artemiae
S 2/2 Pseudarthrobacter psychrotolerans
S 3/1 Bacillus licheniformis
S3/2 Aeromonas popoffii
S 4/2 Aeromonas encheleia
qPCR analyza

Ve vsech vzorcich (Obr. 38) bylo celkové archedlni a bakterialni oZiveni (U16SRT) na vysoké
drovni, nejvice ve vzorcich zreaktoru (RV1, RV2 aRV3). Mnozstvi jednobunécnych

eukaryotickych mikroorganismt (1TS3/4) bylo nejvyssive vzorku stépky (Carrier 1) a ve vzorku
z reaktoru (RV 3).

U16SRT
ITS3/4

Nazev vzorku
VPH1

VNH 1 vysoka abundance
VPH 2
VNH 2

SPH1
SPH 2
SPH 3
SPH 4
SPH5
SNH 1

RV 1 nizka abundance
RV 2 na mezi detekce
RV 3 \JZ:W nedetekovano

Carrier 1

stifedni abundance

Obr. 38: Heatmapa primérnych Ct hodnot testovanych biologickych markerd
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Porovnani mnozstvi celkové mikrobidlnibiomasy mezivzorky bylo vyjddfeno pomocirelativni
kvantifikace (Obr. 39), u které byl referenc¢nim vzorkem vzorek s nejniz§im mikrobidlnim
ozivenim, kterym byl u archei a bakterii i u jednobunécnych eukaryot konkrétné vzorek SNH 1.
Mnozstvi mikrobialni biomasy bylo vyssi ve vzorcich sedimentt odebranych v ¢ervnu nez ve
vzorcich vody odebrané nad/pod hrazi v obou odbérech. Zatimco u mikrobiédlniho oziveni
vodnich vzorkl odebranych nad/pod hrazi nebyl mezi odbéry pozorovan vyznamny rozdil,
uvzorkld sedimentd byl zaznamendan pokles mikrobidlni biomasy. V pfipadé suspenze
z reaktoru bylove vSech vzorcich podobné vysoké archeédlnia bakteridlnioziveni, ale byl u nich
zaznamenan vyrazny nardst mnozstvi jednobunécnych eukaryot mezi odbéry. U vzorku stépky
(Carrier 1) bylaabundance archeélnia bakteridlnibiomasyna podobné Grovnijako ve vzorcich
vody odebrané nad/pod hrazi,ale abundance jednobunécnych eukaryot byla ve vzorku stépky
vy$si nez ve vzorcich sedimentd.

Celkovi archedlni a bakterialni biomasa | U16SRT Jednobunééné eukaryotické organismy | 1TS3/4
Relativni kvantita Relativni kvantita
1 10 100 1000 1 10 100 1000
VPH 1 VPH 1
VNH1 160 gy VNH 1
VPH2 [ 226 | ey g T VPH 2
VNH 2 N R VNH 2
SPH1 e 1096 T eeeee—— i TS SPH1
- S—2 ___________|sm2 §
S SPH3 | 3296 | —— 42 SPH3 z
= SPH4 SPH4 =
SPHS 195 N D SPHS
SNH 1 SNH 1
RV | — RV 1
RV EEEEESSSSSSSSSSSSSS————— 128 | e 578 RVZ
RV3 P 11344| RV3
Carrier 1 h 2,94 207 | carrier1

Obr. 39: Relativni kvantifikace celkové mikrobialni biomasy v environmentalnich vzorcich.
Referencnim vzorkem je vzorek s nejnizsim mikrobidlnim oZivenim, kterym byl konkrétné vzorek
SNH 1 u archef a bakterii i u jednobunécnych eukaryot.

NGS analyza

Identifikace slozeni mikrobiélni konsorcia pfitomného v environmentélnich vzorcich je
zobrazenapomociASV grafd na Obr. 40-42. 1dentifikované mikrobialnirody, u jejichzzastupcd
byla prokdzana schopnost degradace jednoho ze sledovanych pesticidli (AMPA, glyfosét,
1,2,4-triazol, metolachlor) anebo schopnost denitrifikace, jsou uvedeny v Tab. 11. Ve vzorcich
nebyl identifikovan zadny mikroorganismus, u kterého by byla v predchozich studiich
prokdzana schopnost degradace pethoxamidu.
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VPH1 VNH 1 VPH 2 VNH 2 SPH1 SPH 2 SPH3 SPH 4 SPH 5 SNH 1 RV1 RV2 RV3 Carrier 1

1:://: = \§ N N | - y § §
. N N \\ LA |

VPH1 VNH1 VPH 2 VNH 2 RV1 RV 2 RV3 Carrier 1
BACTERIA
Acidobacteriota Aeromona daceae
e Subgroup 10 Aerom
Actinobacteriota Enterobact
Ilumatobacteraceae Erwiniaceae
Erwinia
Yersiniaceae
Moraxel llaceae
Pseudomona daceae
Pseudomonas
Steroidobact
Variovorax Xanthomona daceae
—T-Methylophilaceae Arenimonas
Xan! acteraceae Methylotenera Thermom¢
rhizobiu T-Nit oooooooo daceae <2,5%
Rhodobacteraceae Ellin6067 Neklasifikovany taxon na
E Pseudorhodobacter Oxalobacteraceae trovei ¢eledé/rodu
Rhodobacter Duganella
Sphingomona daceae Herbaspirillum
Novosphingobium Janthinobacterium
E Sphingomonas Massilia
diminit iu Sphingorhabdus —&3 Rhodocyclaceae
—T:ISphingobacteriaceae == SC-1-84
Pedobacter

Obr. 40: Relativni zastoupeni bakterialnich mikroorganismd v environmentélnich vzorcich -
znazornény mikroorganismy na urovni celedé a rodu s abundanci > 2,5 %.
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Cladosporium —= Cryptosphaeria Bullera
Angustimassarina = Plectosphaerella Vishniacozyma
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Didymella — Thyridium Mortierellomycota
Pithomyces Truncatella =3 Mortierella
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Relativni  zastoupeni  jednobunécnych  eukaryotickych — mikroorganismd

v environmentalnichvzorcich-znazornény mikroorganismy na trovnirodu s abundanci> 2,5 %.
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Tab. 6: Identifikované mikrobialnirody, u jejichz zastupct byla prokdzéana schopnost degradace
jednoho ze sledovanych pesticidi anebo schopnost denitrifikace.

Denitrifikaéni mikroorganismy

Pesticid = Mikroorganismus Reference Mikroorganismus Reference
AMPA Acidovorax (Rossi et al. 2021) Acidovorax (Heylen et al. 2008)
Flavobacterium (Sviridov et al. 2015) Aeromonas (Chen et al. 2014)
Novosphingobium  (Rossi et al. 2021) Aquabacterium (Xu et al. 2022)
Pseudomonas (Sviridov et al. 2015) Arenimonas (Wang et al. 2022a)
Rhizobium (Singh et al. 2020) Bradyrhizobium (Mania et al. 2020)
Streptomyces (Singh et al. 2020) Brevundimonas (Tsubouchi et al. 2014)
Fusarium (Singh et al. 2020) Devosia (Wang et al. 2022a)
Penicillium (Sviridov et al. 2015) Duganella (Chen et al. 2023)
Trichoderma (Sviridov et al. 2015) Flavobacterium (Pishgar et al. 2019)
glyfosat Acidovorax (Rossi et al. 2021) Herbaspirillum (Wang et al. 2020a)
Aeromonas (Saleh 2023) Janthinobacterium (Yang et al. 2018)
Flavobacterium (Singh et al. 2020) Limnohabitans (Xue et al. 2023)
Novosphingobium  (Rossi et al. 2021) Malikia (Ruprecht et al. 2021)
Pseudomonas (Singh et al. 2020) Massilia (Zhou et al. 2019)
Rhizobium (Liu et al. 1991) Methylotenera (Mustakhimov et al. 2013)
Sphingomonas (Korkmaz et al. 2021) Novosphingobium (Zhou et al. 2019)
Streptomyces (Rebai et al. 2023) Pseudarcobacter (Wang et al. 2022b)
Fusarium (Guo et al. 2022) Pseudomonas (Chen et al. 2020)
Penicillium (Singh et al. 2020) Rhizobium (Zablotowicz et al. 1978)
Trichoderma (Singh et al. 2020) Rhodobacter (Wang et al. 2020b)
metolachlor Brevundimonas (Sun et al. 2022) Rhodoferax (Mcllroy et al. 2016)
Massilia (Lee et al. 2017) Sphaerotilus (Liang et al. 2022)
Pseudomonas Farooq et al. 2013) Sphingomonas (Zhou et al. 2019)
Streptomyces Shelton et al. 1996) Streptomyces (Zhang et al. 2021)
Fusarium Saxena et al. 1987) Thermomonas (Mcllroy et al. 2016)
Penicillium Chang et al. 2020) Fusarium (Aldossari a Ishii 2021)

Trichoderma

Nykiel-Szymaniska et al. 2020)

1,2,4-triazol

Pseudomonas
Rhizobium
Shinella’
Sphingomonas
Streptomyces

Trichoderma

Gu et al. 2014)
Wau et al. 2016)
Wou et al. 2018)
Wu et al. 2018)

(
(
(
(
(
(Wu et al. 2018)
(
(
(
(
(Obanda et al. 2008)

V nasledujicim textu jsou dominantni (> 2,5 %) mikrobialni rody schopné degradace alespon
jednoho ze sledovanych pesticid i (AMPA, glyfosét, 1,2,4-triazol, metolachlor, pethoxamid; viz
Tab.7) vyznaceny modrou barvou, denitrifikaéni mikroorganismy zelenou barvou
a denitrifika¢ni mikroorganismy schopné degradace alespon jednoho ze sledovanych
pesticidl fialovou barvou. Pro rozliSeni mezi bakteridlnimi taxony a taxony jednobunécénych

1 Bakterialni rod Shinella byl detekovan ve velmi nizké abundanci ve vzorcich RV 2 (0,02 %), RV 3 (0,03 %) a Carrier 1

(0,09 %).
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eukaryot je procentudlni zastoupeni jednobunécnych eukaryotickych mikroorganismd
vyznaceno oranzovou barvou. Ve vzorcich vody a sedimentt byly identifikovany v§echny
zakladni skupiny nalevnikt (rozliseni dle pohybu a vyskytu), konkrétné volné zijici nalevnici
rodu Tetrahymena ve vodnich vzorcich VPH 1, VNH 1 a VNH 2, nélevnici pfisedli k povrchu
rodd Opercularia a Carchesium ve vodnim vzorku VPH 1a vevzorku sedimentu SPH 2
a nalevnicilezouci po povrchu rodu Stylonychia ve vzorcich sedimentd SPH 2, SPH 3 a SPH 5.
Ve vzorcich vody i sedimentd byly déale identifikovany zelené fasy Chloromonas, Planophila
a Pseudendocloniopsis, zejména v fijnovém odbéru. Kromé jednobunécnych eukaryotickych
mikroorganismu bylave vodnich vzorcicha zejménave vzorcichsedimentd zaznamenéna DNA
pravdépodobné z vytrusd mnohobunécnych hub, konkrétné Supinovky (Flammula), limcovky
(Stropharia), htibu (Imleria), hadovky (Phallus), lesklokorky ploské (Ganoderma applanatum)

a kornatce (Subulicystidium).

Ve vzorku VPH 1 byly dominantni mikrobialni taxony:

Aurantimicrobium z ¢eledé Microbacteriaceae (2,9 %),
Pseudarcicella z ¢eledé Spirosomaceae (2,8 %),
Flavobacterium z ¢eledé Crocinitomicaceae (3,7 %),
Polynucleobacter z ¢eledé Oxalobacteraceae (5,5 %),
Limnohabitans z ¢eledé Oxalobacteraceae (32,1 %),
Malikia z celedé Nitrosomonadaceae (13,9 %),

Ve vzorku VNH 1 byly dominantni mikrobialni taxony:

Aurantimicrobium z ¢eled& Microbacteriaceae (2,9 %),
Pseudarcicella z celedé Spirosomaceae (4,6 %),
Fluviicola z ¢eledé Flavobacteriaceae (4,4 %),
Flavobacterium z ¢eledé Crocinitomicaceae (11 %),
Novosphingobium z ¢eledé Sphingomonadaceae (3,9 %),
Polynucleobacter z ¢eledé Oxalobacteraceae (6,2 %),
Aquabacterium z ¢eledé Oxalobacteraceae (5,1 %),
Limnohabitans z ¢eledé Oxalobacteraceae (27,7 %),

Ve vzorku VPH 2 byly dominantni mikrobialni taxony:

Pseudarcicella z ¢eledé Spirosomaceae (10,9 %),
Flavobacterium z ¢eled& Crocinitomicaceae (4,2 %),
Sediminibacterium z ¢eledé Chitinophagaceae (2,8 %),
Pseudorhodobacter z ¢eledé Rhodobacteraceae (5,7 %),
Rhodobacter z ¢eledé Rhodobacteraceae (3,6 %),
Novosphingobium z ¢eledé Sphingomonadaceae (6,1 %),
Sphingorhabdus z celedé Sphingomonadaceae (3,4 %),

Polynucleobacter z ¢eledé Oxalobacteraceae (6,1 %),

Ve vzorku VNH 2 byly dominantni mikrobialni taxony:

Pseudarcicella z ¢eledé Spirosomaceae (9,2 %),
Flavobacterium z ¢eledé Crocinitomicaceae (8,6 %),
Pseudarcobacter z ¢eledé Arcobacteraceae (2,7 %),
Pseudorhodobacter z ¢eledé Rhodobacteraceae (4,7 %),
Rhodobacter z celedé Rhodobacteraceae (4,1 %),
Novosphingobium z ¢eledé Sphingomonadaceae (6,6 %),
Sphingorhabdus z celedé Sphingomonadaceae (4,5 %),,
Polynucleobacter z celedé Oxalobacteraceae (7,9 %),
Limnohabitans z celedé Oxalobacteraceae (22 %),

Rhodoferax z teledé Comamonadaceae (6,7 %),
Methylotenera z ¢eledé Comamonadaceae (7,4 %),
Tetrahymena z ¢eledé Tetrahymenidae (25 %),
Opercularia z ¢eledé Operculariidae (47 %),
Cladosporium z éeledé Cladosporiaceae (3,5 %),
Ganoderma z ¢eledé Ganodermataceae (19,3 %).

Malikia z ¢eled& Nitrosomonadaceae (2,7 %),
Rhodoferax z teledé Comamonadaceae (4,1 %),
Methylotenera z ¢eledé Comamonadaceae (9,4 %),
Tetrahymena z ¢eledé Tetrahymenidae (38,8 %),
Tetracladium z ¢eledé Helotiaceae (7 %),

Botrytis z ¢eledé Sclerotiniaceae (5,5 %),
Ganoderma z ¢eledé Ganodermataceae (36 %),

Pseudendocloniopsis z ¢eledé Ulotrichaceae (2,6 %).

Limnohabitans z ¢eledé Oxalobacteraceae (27,5 %),
Rhodoferax z ¢eledé Comamonadaceae (4,3 %),
Methylotenera z ¢eledé Comamonadaceae (2,8 %),
Herbaspirillum z ¢eledé Comamonadaceae (4,7 %),
Pithomyces z ¢eledé Pleosporaceae (3 %),
Ganoderma z ¢eledé Ganodermataceae (4,4 %),

Chloromonas z ¢eledé Chlamydomonadaceae (82,1 %).

Rhodoferax z ¢eledé Comamonadaceae (3,9 %),
Herbaspirillum z ¢eledé Comamonadaceae (5 %),
Tetrahymena z ¢eledé Tetrahymenidae (5,1 %),
Cladosporium z éeledé Cladosporiaceae (5,6 %),
Plectosphaerella z ¢eledé Plectosphaerellaceae (2,8 %),
Ganoderma z ¢eledé Ganodermataceae (3,4 %),
Bullera z ¢eledé Bulleraceae (3,6 %),

Vishniacozyma z celedé Bulleribasidiaceae (2,6 %),
Chloromonas z ¢eledé Chlamydomonadaceae (69,2 %).
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Ve vzorku SPH 1 byly dominantni mikrobialni taxony:

Nocardioides z ¢eled& Nocardioidaceae (10,1 %),
Gaiella z ¢eledé Gaiellaceae (4,3 %),
Brevundimonas z ¢eledé Caulobacteraceae (2,5 %),
Bradyrhizobium z ¢eledé Devosiaceae (8,2 %),
Novosphingobium z celedé Sphingomonadaceae (3,6 %),
Sphingomonas z ¢eledé Sphingomonadaceae (3,7 %),
Ellin6067 z celedé Comamonadaceae (3,1 %),
Massilia z ¢eledé Burkholderiaceae (3,2 %),
Arenimonas z ¢eledé Xanthomonadaceae (9,4 %),
Thermomonas z celedé Xanthomonadaceae (4,8 %),
Cladosporium z ¢eledé Cladosporiaceae (2,6 %),

Pyrenochaetopsis z ¢eledé Cucurbitariaceae (5,5 %),

Ve vzorku SPH 2 byly dominantni mikrobialni taxony:

Nocardioides z ¢eledé Nocardioidaceae (9,1 %),
Gaiella z ¢eledé Gaiellaceae (4,5 %),
Bradyrhizobium z ¢eledé Devosiaceae (9,8 %),
Novosphingobium z ¢eledé Sphingomonadaceae (3,6 %),
Sphingomonas z ¢eledé Sphingomonadaceae (2,6 %),
Ellin6067 z ¢eledé Comamonadaceae (2,6 %),
Arenimonas z ¢eledé Xanthomonadaceae (8,5 %),
Thermomonas z celedé Xanthomonadaceae (3,2 %),
Carchesium z ¢eledé Vorticellidae (8,8 %),
Stylonychia z ¢eledé Oxytrichidae (3 %),
Pyrenochaetopsis z celedé Cucurbitariaceae (4 %),

Ve vzorku SPH 3 byly dominantni mikrobialni taxony:

Nocardioides z ¢eledé Nocardioidaceae (4,5 %),

Gaiella z ¢eledé Gaiellaceae (2,7 %),

Bradyrhizobium z ¢eledé Devosiaceae (7,9 %),
Novosphingobium z ¢eledé Sphingomonadaceae (6,9 %),
Rhodoferax z ¢eledé Comamonadaceae (3,7 %),
Ellin6067 z ¢eledé Comamonadaceae (3,5 %),
Arenimonas z ¢eledé Xanthomonadaceae (10,6 %),
Thermomonas z celedé Xanthomonadaceae (7,5 %),
Stylonychia z ¢eledé Oxytrichidae (14,4 %),
Pyrenochaetopsis z ¢eledé Cucurbitariaceae (4 %),

Didymella z ¢eledé Didymellaceae (4 %)

Ve vzorku SPH 4 byly dominantni mikrobialni taxony:

Subgroup 10 z ¢eledé Thermoanaerobaculaceae (2,7 %),
Nocardioides z ¢eledé Nocardioidaceae (5,4 %),
Bradyrhizobium z ¢eledé Devosiaceae (8,3 %),
Novosphingobium z ¢eledé Sphingomonadaceae (4,4 %),
Rhizobacter z ¢eledé Methylophilaceae (2,8 %),

Ellin6067 z celedé Comamonadaceae (4,1 %),
Arenimonas z ¢eled& Xanthomonadaceae (12,6 %),
Thermomonas z celedé Xanthomonadaceae (3,1 %),
Pyrenochaetopsis z celedé Cucurbitariaceae (4,3 %),
Didymella z ¢eledé Didymellaceae (3,6 %),

Didymella z celedé Didymellaceae (5,3 %),
Pyrenopeziza z ¢eledé Dermateaceae (2,9 %),
Tetracladium z ¢eledé Helotiaceae (12 %),
Cadophora z ¢eledé Ploettnerulaceae (3,1 %),
Fusarium z ¢eledé Nectriaceae (7 %),

Truncatella z celedé Bartaliniaceae (9,4 %),
Phallus z celedé Phallaceae (3,3 %),

Ganoderma z ¢eledé Ganodermataceae (11,6 %),
Vishniacozyma z celedé Bulleribasidiaceae (2,7 %),
Saitozyma z ¢eledé Trimorphomycetaceae (3,9 %),

Pseudendocloniopsis z ¢eledé Ulotrichaceae (2,9 %).

Didymella z ¢eledé Didymellaceae (5,9 %),

Venturia z ¢eledé Venturiaceae (2,8 %),
Tetracladium z ¢eledé Helotiaceae (4 %),
Plectosphaerella z ¢eledé Plectosphaerellaceae (3 %),
Fusarium z ¢eledé Nectriaceae (2,5 %),

Truncatella z ¢eledé& Bartaliniaceae (4,5 %),
Physalospora z ¢eledé Hyponectriaceae (2,7 %),
Flammula z ¢eledé Strophariaceae (2,6 %),
Ganoderma z ¢eledé Ganodermataceae (19,9 %),
Saitozyma z ¢eledé Trimorphomycetaceae (3,3 %),
Pseudendocloniopsis z ¢eledé Ulotrichaceae (4,7 %).

Venturia z ¢eledé Venturiaceae (3,6 %),

Pyrenopeziza z celedé Dermateaceae (3,7 %),
Lemonniera z ¢eledé Discinellaceae (3,3 %),
Tetracladium z ¢eled& Helotiaceae (4 %),
Plectosphaerella z celedé Plectosphaerellaceae (3,2 %),
Imleria z ¢eledé Boletaceae (7,2 %),

Ganoderma z ¢eledé Ganodermataceae (11,7 %),
Planophila z ¢eledé Chaetopeltidaceae (2,6 %),

Pseudendocloniopsis z ¢eledé Ulotrichaceae (10,5 %).

Tetracladium z ¢eled& Helotiaceae (4 %),
Geotrichum z ¢eledé Dipodascaceae (4,8 %),
Imleria z ¢eledé& Boletaceae (6,4 %),

Phallus z ¢eled& Phallaceae (3,7 %),

Ganoderma z ¢eledé Ganodermataceae (24,7 %),
Subulicystidium z ¢eledé Hydnodontaceae (6,9 %),
Vishniacozyma z ¢eledé Bulleribasidiaceae (8,9 %),
Saitozyma z ¢eledé Trimorphomycetaceae (2,8 %),
Pseudendocloniopsis z ¢eledé Ulotrichaceae (4,2 %).
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Ve vzorku SPH 5 byly dominantni mikrobialni taxony:

Nocardioides z ¢eled& Nocardioidaceae (12,4 %),

Gaiella z ¢eledé Gaiellaceae (5,7 %),

Flavobacterium z ¢eledé Crocinitomicaceae (4,6 %),
Nitrospira z ¢eledé Nitrospiraceae (3 %),
Bradyrhizobium z ¢eledé Devosiaceae (10,5 %),
Novosphingobium z celedé Sphingomonadaceae (4,4 %),
Ellin6067 z celedé Comamonadaceae (2,8 %),

Arenimonas z ¢eledé Xanthomonadaceae (9,9 %),

Ve vzorku SNH 1 byly dominantni mikrobialni taxony:

Nocardioides z celedé Nocardioidaceae (6,9 %),

Gaiella z ¢eledé Gaiellaceae (4,1 %),

Flavobacterium z ¢eledé Crocinitomicaceae (3,5 %),
Nitrospira z ¢eledé Nitrospiraceae (3,2 %),
Bradyrhizobium z ¢eledé Devosiaceae (8,7 %),
Novosphingobium z ¢eledé Sphingomonadaceae (4 %),
Ellin6067 z ¢eledé Comamonadaceae (3,6 %),
Arenimonas z ¢eledé Xanthomonadaceae (10,5 %),

Didymella z ¢eledé Didymellaceae (6,5 %),

Ve vzorku RV 1 byly dominantni mikrobidlni taxony:

Flavobacterium z ¢eledé Crocinitomicaceae (2,7 %),
Pedobacter z ¢eledé Sphingobacteriaceae (16,8 %),
Pseudarcobacter z ¢eledé Arcobacteraceae (3,6 %),
Pseudorhodobacter z ¢eledé Rhodobacteraceae (3 %),
Duganella z ¢eledé Comamonadaceae (6,7 %),
Janthinobacterium z ¢eledé Comamonadaceae (6,2 %),
Massilia z ¢eledé Burkholderiaceae (12,5 %),
Aeromonas z ¢eledé Erwiniaceae (8 %),

Pseudomonas z ¢eledé Pseudomonadaceae (13,1 %),
Angustimassarina z ¢eledé Amorosiaceae (7,1 %),

Ve vzorku RV 2 byly dominantni mikrobialni taxony:

Flavobacterium z ¢eledé Crocinitomicaceae (16,2 %),
Pedobacter z ¢eledé Sphingobacteriaceae (11 %),
Brevundimonas z ¢eledé Caulobacteraceae (3,1 %),
Novosphingobium z ¢eledé Sphingomonadaceae (3 %),
Variovorax z éeledé Comamonadaceae (2,7 %),
Angustimassarina z ¢eledé Amorosiaceae (7,8 %),
Didymella z ¢eledé Didymellaceae (4,1 %),
Penicillium z éeledé Aspergillaceae (2,7 %),
Pyrenopeziza z éeledé Dermateaceae (3 %),
Geotrichum z ¢eledé Dipodascaceae (6,5 %),
Cryptosphaeria z ¢eledé Valsaceae (2,7 %),
Trichoderma z ¢eledé Hypocreaceae (3,1 %),

Ve vzorku RV 3 byly dominantni mikrobialni taxony:

Flavobacterium z ¢eledé Crocinitomicaceae (5,2 %),
Pseudarcobacter z ¢eledé Arcobacteraceae (9,2 %),
Acidovorax z ¢eledé Oxalobacteraceae (11,4 %),
Malikia z ¢eledé Nitrosomonadaceae (7,8 %),

Rhodoferax z celedé Comamonadaceae (4,8 %),

Stylonychia z eledé Oxytrichidae (2,7 %),

Didymella z ¢eledé Didymellaceae (2,7 %),
Tetracladium z ¢eledé Helotiaceae (5,2 %),

Flammula z ¢eledé Strophariaceae (2,6 %),
Ganoderma z ¢eledé Ganodermataceae (16,8 %),
Saitozyma z celedé Trimorphomycetaceae (2,7 %),
Pseudendocloniopsis z celedé Ulotrichaceae (47,9 %).

Pyrenopeziza z celedé Dermateaceae (4,4 %),
Lemonniera z ¢eledé Discinellaceae (6 %),
Tetracladium z ¢eled& Helotiaceae (3,3 %),
Flammula z ¢eledé Strophariaceae (3,5 %),
Imleria z ¢eledé Boletaceae (2,9 %),

Phallus z ¢eledé Phallaceae (3,7 %),

Ganoderma z ¢eledé Ganodermataceae (32,8 %),
Saitozyma z ¢eledé Trimorphomycetaceae (5,7 %),

Pseudendocloniopsis z ¢eledé Ulotrichaceae (7,2 %).

Neocucurbitaria z eledé Cucurbitariaceae (4,8 %),
Parafenestella z celedé Cucurbitariaceae (4 %),
Penicillium z ¢eledé Aspergillaceae (2,6 %),
Cryptosphaeria z celedé Valsaceae (7,1 %),
Phaeoisaria z ¢eledé Pleurotheciaceae (11,6 %),
Thyridium z celedé Thyridiaceae (4,6 %),
Cryptosphaeria z celedé Diatrypaceae (3 %),
Vishniacozyma z celedé Bulleribasidiaceae (2,6 %),
Cryptococcus z celedé Tremellaceae (8 %),
Tremella z ¢eledé Tremellaceae (13,9 %).

Duganella z ¢eledé Comamonadaceae (7,5 %),
Janthinobacterium z ¢eledé Comamonadaceae (6,3 %),
Massilia z ¢eledé Burkholderiaceae (11,6 %),

Erwinia z ¢eledé Aeromonadaceae (3,7 %),
Pseudomonas z ¢eledé Pseudomonadaceae (13,3 %),
Phaeoisaria z ¢eledé Pleurotheciaceae (6,8 %),
Vishniacozyma z ¢eledé Bulleribasidiaceae (8,4 %),
Cryptococcus z ¢eledé Tremellaceae (5,4 %),

Tremella z &eledé Tremellaceae (11,4 %),

Mortierella z ¢eledé Mortierellaceae (2,9 %),

Chloromonas z ¢eledé Chlamydomonadaceae (7 %).

Cladosporium z éeledé Cladosporiaceae (17,5 %),
Didymella z ¢eledé Didymellaceae (3,9 %),
Penicillium z celedé Aspergillaceae (7,6 %),
Cadophora z ¢eledé Ploettnerulaceae (4,2 %),

Pseudeurotium z éeledé Pseudeurotiaceae (3,7 %),
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Ve vzorku Carrier 1 byly dominantni mikrobidlni taxony:

Sphaerotilus z eledé Comamonadaceae (26,3 %),
Methylotenera z ¢eledé Comamonadaceae (3,2 %),

Nocardioides z ¢eledé Nocardioidaceae (5,6 %),
Streptomyces z Celedé Streptomycetaceae (3 %),
Flavobacterium z ¢eled& Crocinitomicaceae (17,4 %),
Pedobacter z ¢eledé Sphingobacteriaceae (6,6 %),
Brevundimonas z ¢eledé Caulobacteraceae (8,6 %),
Devosia z ¢eledé Xanthobacteraceae (3,6 %),
Rhizobium z ¢eledé Rhizobiaceae (7,8 %),
Sphingomonas z ¢eledé Sphingomonadaceae (3,8 %),
Pseudomonas z ¢eledé Pseudomonadaceae (11,7 %),
Angustimassarina z ¢eledé Amorosiaceae (9,8 %),
Pyrenopeziza z ¢eledé Dermateaceae (4,7 %),
Tetracladium z ¢eledé Helotiaceae (17,2 %),
Cadophora z ¢eledé Ploettnerulaceae (5,5 %),
Phaeoisaria z ¢eledé Pleurotheciaceae (4,3 %),
Thyridium z ¢eledé Thyridiaceae (27,7 %),

Stropharia z ¢eledé Strophariaceae (23,8 %).

Phaeoisaria z ¢eledé Pleurotheciaceae (26,6 %).
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