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ABSTRAKT

Bakalatska prace se zabyva problematikou biolouzeni tézkych kovii z piid kontaminovanych
vojenskou munici za pomoci heterotrofnich bakterii Acidithiobacillus ferrooxidans.
Na zédklad€ literarni reSerSe v oblasti biolouZeni kovii pomoci acidofilnich bakterii
a zpracovaného experimentu prace potvrzuje zaveéry publikovanych studii, ze biolouzeni
pfedstavuje uUCinnou, environmentalné¢ Setrnou a ekonomicky pfiznivou metodu
odstraiiovani kovii z kontaminovanych pid. Prace piinasi vysledek v podobé setazeni
vybranych tézkych kovi z hlediska tc¢innosti jejich solubilizace biolouzenim v poradi

Ni>Cd > Cu > Cr > Pb.

Klicova slova: Acidithiobacillus ferrooxidans, biolouzeni, kontaminovana puda, t¢zké kovy

ABSTRACT

The bachelor thesis deals with the bioleaching of heavy metals issue from soils contaminated
with military ammunition using the heterotrophic bacteria Acidithiobacillus ferrooxidans.
The thesis confirms the published studies’ conclusions representing bioleaching
as an effective, environmentally friendly, and cost-effective method of metal removal from
contaminated soil. Based on the literature research and the experiment performed in the field
of metal bioleaching using acidophilic bacteria, the thesis presents the order of selected

heavy metals Ni> Cd > Cu > Cr > Pb sorted by their solubilization efficiency in bioleaching.

Keywords: Acidithiobacillus ferrooxidans, bioleaching, contaminated soil, heavy metals
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UvVOD

Industrializace 19. stoleti s sebou pfinesla nebyvaly spolecensky, primyslovy a ekonomicky
rozkvét. Nova, globalni spolecnost na jedné stran¢ vytvofila novou, rostouci ekonomiku,
na druhé strané jeji extenzivni antropogenni Cinnost s postupem casu piinesla doposud

nevidané dusledky majici vliv na stav zivotniho prostiedi.

Tato situace je dobfe patrna na piikladu zemédé€lstvi, jehoz pierod urychleny védeckym
pokrokem v oblasti chemie a primyslovych hnojiv vedl k rozsahlé produkci plodin. Vyssi
produkce se stala motorem rychlé urbanizace a multiplikatorem spolecenského rozvoje.
Ackoli se tyto disledky mohou jevit jako Cisté pozitivni, nadmérny rozsah pouzivani
pramyslovych hnojiv si vyzadal dan v podobé silného zamoteni zemédélskych a prilehlych
pud.

Pouzivani primyslovych hnojiv, a zeyména takovych, u nichz nebyly znamy dlouhodobé
ucinky na zivé organismy, predstavuji pouze malou ¢ast z diasledkt, které lze nazyvat
negativnimi aspekty technologického rozvoje. Mezi dalsi ptiklady je mozné zaradit
zamoteni piid a sedimentl v dllnich oblastech, primyslovych provozech ¢i kontaminaci ptid
v disledku vojenské Cinnosti. S ohledem na probihajici konflikt na Ukrajiné se posledni

zminény piiklad jevi jako nanejvys aktudlni.

Hledani vhodnych metod sanace a remediace znecisténych pud je i1 pies mnozstvi
provedenych studii stale predmétem védeckého zkouméni. Zameérfeni se na aplikaci
mikrobiologickych procesii za cilem odstranovani tézkych kovl je v poslednich dvou
desetiletich stale vice rozebiranym tématem. Nejenom, ze mikroorganismy jsou schopné
podilet se na imobilizaci tézkych kovt a radionuklidii, velkou vyhodu sehrava nakladova

efektivita biologickych metod, a predevsim ekologicnost jejich pouziti.

Zaverecna prace se zabyva problematikou biolouZeni tézkych kovil z kontaminovanych ptd.
Jelikoz probihajici konflikt na uzemi Ukrajiny s sebou ptindsi neustale se zvetSujici izemi
zamotené organickymi polutanty a tézkymi kovy z vojenské munice a zni¢ené techniky, byla
pro ucely experimentdlni Casti vybrana piida, ktera ptisla do styku s vojenskou munici

a povazuje se za kontaminovanou tézkymi kovy.

Na zaklad¢ zpracované reSerSe si prace klade za cil v praktické ¢asti provést biolouZeni
kontaminované ptidy pomoci bakterii Acidithiobacillus ferrooxidans a na zakladé¢ ziskanych
vysledkl provést porovnani s klasickou (chemickou) metodou extrakce a zavéry formulovat

v kontextu vysledkil publikovanych védeckych studii.
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I. TEORETICKA CAST
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1 PUDA: ZNECISTENI A SANACE

Pida predstavuje piimy i nepifimy zdroj az 95 % produkce potravin a plni tak zivotné
dalezitou funkci nejenom pro cloveéka, ale celou spolecnost [1]. Dochazi-li k jejimu

znehodnocovani, diisledky mohou pii nejhor$im scénafi dosahovat az globalniho charakteru.

Ochrana pady spolu se spravné nastavenym pravnim aparatem sehravaji klicovou roli
pii preventivnim feSeni piipadné kontaminace. Ackoli soucasnd ceskd a evropska
environmentdlni legislativa je na velmi dobré urovni, disledky ptedeslych historickych
prohieskl na poli zivotniho prostiedi pfechovavaji své nasledky az do soucasnosti. Nejenom
tato dédictvi, ale také neekologické chovani pramyslovych oblasti Ciny a Jizni Koreje
¢idisledky valky na Ukrajiné ptedstavuji nebyvalou environmentdlni zatéz, kterou

je zapotiebi efektivné a ohleduplné fesit.

Kapitola se zabyva problematikou kontaminace pud predevsim tézkymi kovy. Rozebira

mozné zdroje zneciSténi, vybrané chemické charakteristiky a moZnosti sanace a remediace.

1.1 Vybrané chemické charakteristiky

Chemické vlastnosti pid a probihajici geochemické procesy sehravaji klicovou roli
v procesu distribuce tézkych kovil v krajiné. Pokud se tyto procesy lisi, je odlisnd také
samotna distribuce tézkych kovli mezi pidami a pidnimi podlozimi i v téze oblasti [2].
Distribuce kovil v krajin€ by tak méla byt analyzovana s ohledem na geologii, geomorfologii
a hydrologii, jez ovliviiuji mobilitu kovii v dané oblasti [2—4]. Mezi pidni charakteristiky,
majici pfimy vliv na chovéni téZzkych kovii v pid¢, se tadi: edafické vlastnosti pudy,
kationtovda vyménna kapacita (KVK), pH, obsah celkové organické hmoty, obsah
makrozivin a typ pid. Kromé toho maji na mobilitu kovil vliv fyzikdlni faktory, jako

je porovitost, struktura, skutecna a objemova hustota ¢i teplota [5].

1.1.1 pH

Hodnota pH ptredstavuje parametr, ktery lze pouzit k odhadu mobility prvka v pudé
a k méfeni urovneé jejich toxicity a kontaminace [6], nebot’ vyznamné ovliviiuje rozpustnost,
biologickou dostupnost a translokaci tézkych kovi [7-8]. Na zaklad¢ vysledkt studie [6]
testujici zavislost mobility kovli na pH pudy Ize konstatovat, Ze pfi nizkém pH se mobilita
tézkych kovi v ptidé zvySuje a soucasné studie [7] dodéava, Zze pii vy$sim pH se zvySuje

jejich biologicka dostupnost.
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1.1.2 Kationtova vyménna kapacita

Kationtova vyménna kapacita pfedstavuje méfitko schopnosti pidy zadrzovat kationty
na zaklad¢ elektrostatické ptitazlivosti. T¢zké kovy jsou v pudach pfitomny zpravidla
v podob¢ kationtl a jsou pfitahovany negativné nabitymi ¢asticemi na povrch jilovitych
a organickych latek. Vyssi KVK tak souvisi s vétsi schopnosti navazovat kationtové kovy

a snizit jejich biologickou dostupnost [9].

1.2 Zdroje zneciSténi

Dochazi-li k akumulaci v sedimentech, ptidé¢, vod¢, vodnich organismech, jsou té¢zké kovy
nebezpecné kvuli jejich perzistenci a toxicité. Tézké kovy obsazené v ptdé se mohou
prostfednictvim péstovanych plodin dostat do potravniho fetézce (biokoncentrovat)

a nasledné bioakumulovat [10].

Zdroje znecisténi a jednotlivé priklady znecistujicich latek jsou popsany na zdklad¢ mist
kontaminace: (1) doly a metalurgické zavody, (2) opusténé skladky nebezpecného odpadu
a brownfieldy, (3) jednotky pro naklddani s pevnym odpadem a skladovaci zafizeni,

(4) odpadni vody z domacnosti a (5) vojenské prostory.

1.2.1 Doly a metalurgické zavody

Tézba a zpracovani rud i pies moderni postupy piedstavuji ekologickou zatéz. Mezi takova
poskozeni zivotniho prostiedi patii naruSeni stanovist, tvorba ptdni eroze, znecisténi vod
a kontaminace ptilehlych oblasti. Povrchova tézba produkuje az 8 X vice odpadu nez tézba
podpovrchova. Vyznamné zneciSténi ovzdusSi zplsobuje arsen, selen, olovo, kadmium

a oxidy siry [11].

1.2.2 Opusténé skladky nebezpeéného odpadu a brownfieldy

Na sanaci opusténych skladdek je kazdoro¢né v USA vynaklddano okolo 1,09 — 1,25 miliard

dolari. I pfesto tato suma stale neni dostatec¢na [12].

Brownfieldy ptfedstavuji opusténé lokality, kde skutecny ¢i udajny problém s kontaminaci
brani komerénimu vyuziti. Na Gzemi USA se odhaduje na 450 000 brownfieldd, 362 000
v Némecku, 200 000 ve Francii a ptiblizné 100 v Ceské republice [13]. Z hlediska znegi§téni
podle statistik amerického Seznamu narodnich priorit (z angl. National Priorities List, NPL)

tyto opusténé prostory zpravidla obsahuji skupiny latek, jez jsou uvedeny na obr. 1.
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Obr. 1 Hlavni skupiny zneciStujicich latek [14]

Jednotlivé kontaminanty se li§i podle ptivodniho urceni opusténého prostoru: pradelny
(tekavé organické slouCeniny a rozpoustédla), nemocnice (formaldehyd, radionuklidy,
rozpoustédla a rtut’), galvanostegické podniky (kadmium, chrom, kyanidy, méd’ a nikl),
kozedé€Iné podniky (benzen a toluen), ropné rafinerie (benzen, toluen, ethylbenzen, xylen,
pohonné hmoty, maziva a ropné uhlovodiky), dfevarské zavody (pentachlorfenol, kreosot,
arsen, méd’, polychlorované bifenyly, polyaromatické uhlovodiky) a skladky baterii (olovo,
kadmium, kyseliny). Mezi nejvyznamnéjsi brownfieldy se v Evropé fadi prostory byvalych

dalnich, dfevatskych, papirenskych a kovozpracujicich pramysli [14].

1.2.3 Jednotky pro nakladani s pevnym odpadem a skladovaci zaFizeni

Mezi dalsi vyznamné zdroje znecisténi se fadi jednotky pro nakladdani s pevnym odpadem,
které byly vyuZivany ke zpracovani, skladovani nebo odstraiiovani pevného odpadu. Tato
zafizeni zahrnuji skladovaci nadrze, skladky odpadii, drenazni systémy a jednotky

pro zpracovani odpadu [14].

Mezi 10 nejvétsich zdroji znecisténi ptid a podzemnich vod v rdmci téchto jednotek patfi:
chrom (47 %), benzen (30 %), dichlormethan (23 %), arsen (20 %), olovo
(20 %), tetrachlorethen (18 %), trichlorethen (17 %), naftalen (14 %), 1,1,2-trichlorethan
(11 %) a toluen (10 %) [14-16].

Skladovaci zafizeni zahrnuji nadrZe na topny olej pro domacnosti, septiky, potrubi a nadrze
s topnym olejem pro vytapéni komerénich a primyslovych zatizeni. Uniky latek z tdchto

zafizeni jsou zpravidla disledkem tnavy materialt a jejich starnuti (vétSina z nich je starSich
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25 let). Samotné latky skladované v danych zafizeni tak pfedstavuji kontaminanty,
dostanou-li se do okolniho prostoru. Jedna se zpravidla o benzin (62 %), naftu
(20 %), pouzity olej (3 %), petrolej (3 %), topny olej (3 %) a nebezpecny material (3 %)
[14, 17].

1.2.4 Odpadni vody z domacnosti

Odpadni vody z domacnosti obsahuji velké mnozstvi stopovych kovii jako odpadnich
produkti metabolismu ¢i koroze vodovodniho potrubi, a to zejména médi, olova, zinku
a kadmia. Tyto odpadni vody rovnéz obsahuji kovy z pouZivanych detergenttl, a to zeleza,

manganu, chromu, niklu, kobaltu, zinku, boru a arsenu [11].

1.2.5 Vojenské prostory

Data z roku 1996 amerického ministerstva obrany uvadi procentudlni ¢ast lokalit v jeho
gesci, které bylo zapottebi v navaznosti na vojenskou cinnosti sanovat: spodni vody
ze 71 %, pudu ze 67 %, povrchovou vodu z 19 % a sedimenty ze 6 % [14]. Mezi nejvice
zneCisténa mista patii pozemni a podzemni skladovaci nadrze, oblast ikapti (zpravidla pod

vojenskou technikou), sklddky a plochy pro naklddani s odpady, skladovaci prostory,

v w

Hlavni zdroje znecisténi predstavuji t€kavé a polotékavé organické slouceniny, tézke kovy,
vybusné sloze (TNT, 2,4-DNT, 2,6-DNT, RDX a HMX), pohonné hmoty a radioaktivni

kovy. Tyto kontaminanty se nachéazi zpravidla v oblastech muni¢nich zavodu, testovacich

Twrw

1.3 Technologie sanace a remediace
Mezi technologie sanace a remediace pid kontaminovanych tézkymi kovy se vyuzivaji
fyzikalné-chemické, biochemické a biologické technologie. Vycet nejvyuzivangjsSich

technologii dle [18] shrnuje obr. 2.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 15

TECHNOLOGIE
REMEDIACE
---- 1 _*"-u
-—‘——- ! -~~‘h-
=" H -
[ FYZIKALNE-CHEMICKE [ BIOCHEMICKE } { BIOLOGICKE }
TECHNOLOGIE TECHNOLOGIE TECHNOLOGIE

Cd
l,
2z

[ Mikrobi4lni remediace }

Y

) ,[ Fytoremediace } -----

————— { Elektrokineze

4
td

|
----- { Vomyvinipiay |
J
J
]

4
S ——

'~ #
----- { Nanomaterialy \\ ,/’ [ Genetické inZenyrstvi }
AN e
\\ ,I
----- { Chemické oxidace ML e { Biouhel }
\\\\ ”,/
PUDY KONTAMINOVANE
TEZKYMI KOVY A ORGANICKYMI POLUTANTY

Obr. 2 Technologie remediace pid kontaminovanych t€zkymi kovy [18]

1.3.1 Chemické a fyzikalné-chemické technologie

Z chemickych metod se mezi dva hlavni zplGsoby remediace kontaminovanych pud
a sedimentt dle [19, 20], fadi stabilizace a extrakce. Fyzikaln¢-chemické technologie, mezi
které se fadi naptf. vymyvani pad, elektrokinetické remediace, vyuziti oxidacnich procest
¢i remediace s pomoci nanomaterialll, vSak mohou poskozovat piidni ekosystém, a to kvili

zménam hodnot pH, vlhkosti a oxida¢né redukcniho potencidlu (ORP) [18, 21].

1.3.2 Biologické technologie

Ve srovnani s fyzikalné-chemickymi technologiemi predstavuji biologické technologie nizsi
z4téz pro zivotni prostiedi a jsou také levnéjsi a vhodnéjsi pro rozsahlou sanaci in situ [22].
Biologické remediacni technologie jsou zaloZeny na praktickém vyuZiti schopnosti rostlin

¢i mikroorganismu transformovat t¢Zké kovy redukci jejich biologické dostupnosti [18, 23].

Mikrobialni remediace. Tento druh remediacni technologie je zalozen na principu
zneSkodnovani  polutantli, nachézejicich se v pudé, pomoci mikroorganismd.
Mikroorganismy, které se v piidnim prostredi pfirozené nachazi, jsou schopné do urc€ité miry
dana znecisténi odstrafiovat [18]. Jsou vSak omezeny toxicitou polutantii a jejich nizkym

poctem, s ¢imz souvisi pfirozené nizka schopnost rozkladu. Na zakladé Cetnych vyzkumu
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uvedenych mimo jiné ve studii [24], byly zaznamenany mikroorganismy vykazujici vysokou
odolnost vii¢i toxicité, schopnost sorpce té¢zkych kovii a degradace organickych polutanti
[18]. Mezi jednu z forem mikrobidlni remediace patii biolouzeni (angl. bioleaching), vyuziti

bakterii k odstranovani té¢zkych kovi z pud [25-26].

Fytoremediace. Dalsi technologii pfedstavuje vyuziti rostlin a jejich schopnosti
transformovat znecistujici latky diky pfeméné slunecni energie na energii chemickou.
Rostliny, které vykazuji vlastnosti vhodné pro sanaci kontaminovanych piid, jsou schopné
tolerovat vysoké koncentrace tézkych kovi diky mechanismim detoxikace,
kompartmentalizace!, exkluze?, chelatace® a sekvestrace* [27]. Pomoci fytoremediace neni
mozné tézké kovy odbourat. Jejich odstranéni je provadénou prostifednictvim stabilizace
v oblasti kotfenového systému rostlin ¢i jejich akumulaci a transferem do nadzemni Casti,
kde je mozna jejich volatilizace, tedy odstranéni vyparem [18, 28] . Jako vyznamné zastupce
podilejici se na odstraiiovani tézkych kovi prostiednictvim jejich akumulace uvadi studie

[29-30] Hypericum perforatum L., ¢i Achillea millefolium L.

Genetické inZenyrstvi. Pro ucely sanaci kontaminovanych plid je mozné aplikovat rovnéz
znalosti z oblasti genového inzenyrstvi. Vysledky studie [31] ukazuji, Ze geny, které
se podili na transformaci polutantii, je mozné extrahovat, klonovat a nasledné zkonstruovat
novy kmen rostlin ¢i jej zaclenit do transgenni rostliny. Tyto geny zpiisobuji rozsifeni
kofenového systému, ¢imz je dosazeno zvyseni piijmu téZkych kovil rostlinou a rozptylu
xenobiotik obsazenych v substratu [32]. Aplikaci genového inzenyrstvi je vSak zapotiebi
vzdy dikladné posoudit a zhodnotit moznd rizika spocivajici v zavleCeni geneticky

modifikovanych organismi a poskozeni ekosystémové rovnovahy [18].

1.3.3 Biochemické technologie

Vzhledem ke slozitosti redlné kontaminace nebyva jednoduché pouzit pouze jeden
typ sanacni technologie. K dosazeni pozadovaného vysledku se v praxi zpravidla kombinuje
pouziti vice technik zaroven. Aplikace biochemickych metod, zalozenych na kombinovani

fyzikalniho, chemického a biologického pfistupu jsou piikladem takového pouziti. Nedilnou

' Kompartmentalizace ptedstavuje funkci biologickych membran izolovat jednotliva prostedi butiky [65].
2 Exkluze predstavuje pojem pro vyloudeni [66].

3 Chelatace ptedstavuje fyzikalné-chemicky proces, pii némz organické slouceniny vazi vicevazebné kationty,
zpravidla kovy dvéma a vice vazbami [67].

4 Sekvestrace ptedstavuje oddéleni ¢asti od celku, zpravidla odumfelé tkang od tkané zivé [68]. V daném
kontextu pojem sekvestrace souvisi s ukladanim tézkych kovt do pletiv.
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soucasti je pochopeni vzdjemnych vazeb mezi témito procesy. Piikladem takové technologie
je pouziti chelata¢nich Cinidel a povrchove aktivnich latek v procesu extrakce tézkych kova
a polyaromatickych uhlovodikli (PAU) z kontaminovanych ptd za jejich soucasného

promyvani s naslednou inokulaci bakteriemi, které rozkladaji zbytky PAU [18, 33].

1.4 Dilci zavér

Kontaminace pid tézkymi kovy piedstavuje realny problém, ktery je za Gcelem udrZeni
spravného fungovani ekosystému zapotiebi fesit. Existence nespoctu technologii ¢ini tento
problém jednoduSeji feSitelny, na druhou stranu ne vSechny technologie jsou vhodné

k danému pouziti a vyZaduji zvdzeni pro jejich aplikaci, aby nedoslo ke vétSimu poSkozeni,

nez jaké remediaci predchézelo.

Vyuziti biologickych technologii pfedstavuje velky potencidl, a to jak z pohledu
ekonomického, tak zejména z pohledu environmentdlniho. Nejenom znalost navrhované
technologie predstavuje kli¢ k feSeni problému, dilezitou ¢ast sehrava predev§im znalost
chovani danych xenobiotik v Zivém systému, v pud€. Aby byla vhodn¢ zhodnocena aktualni
situace, je zapotiebi dobfe zvazit vSechny faktory majici vliv na urovein kontaminace

a pouziti vhodnych technik remediace.
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2 TEZKE KOVY

Definice téZkych kovl neni jednoznac¢na. Jednotlivé definice se mezi sebou lisi a vymezuji
tézké kovy podle jejich hustoty, protonového ¢isla, atomové hmotnosti ¢i jejich toxicity.
Protokol o t&Zkych kovech k Umluvé o dalkovém zneéistovani ovzdusi piesahujicim hranice
statti definuje té¢zké kovy jako kovy ¢i polokovy, které ,,jsou stabilni a maji mérnou hmotnost
vy§si nez 4,5 g/em?,, [34]. Zjednodusena definice dle [35-36] uvadi, ze t&7ké kovy jsou

kovové prvky, jez maji v porovnani s vodou relativné vysokou hustotu.

Kapitola rozebird problematiku té¢Zkych kovi, jejich charakteristiku s uvedenim zakladnich
toxikologickych vlastnosti a procesy jejich mobility, transportu a rozpadu. V zavéru kapitoly
jsou nastinény zakladni metody, které se vyuzivaji v ramci kvalitativni a kvantitativni

analyzy téZkych kovi.

2.1 Charakteristika vybranych tézkych kovii

MW

Vyskyt tézkych kovii v ptirod€ je pficinou vaznych environmentalnich problémt, nebot
1 pfi nizkych koncentracich ovliviluji prosttedi a zdravi, protoze nejsou biologicky
rozlozitelné [37]. Mezi t€Zké kovy se zpravidla fadi antimon (Sb), arsen (As), chrom (Cr),
kadmium (Cd), kobalt (Co), méd’ (Cu), nikl (Ni), olovo (Pb), rtut’ (Hg), selen (Se), stiibro
(Ag), thallium (T1), zinek (Zn) a Zelezo (Fe). Mezi nejcastéji zkoumané kovy patii Pb, Cr,
Cd, Cu, Zn a Hg [38-39]. Napfti¢ jmenovanymi kovy, Hg, Pb a As se mohou stat t¢kavymi
v podobé AsHs; Hg’ a Hg(CHas),; a Pb(CaoHs)s [14]. Zakladni charakteristika vybranych

tézkych kovi je uvedena v tab. 1.

Tab. 1 Zakladni charakteristika vybranych tézkych kova [11]

Prvek Oxidacni Toxikologie Prumyslové pouziti
stavy
Sb +3,+5 zvraceni, kfeCe, prijjem slitiny; ohnivzdorné textilie, keramika,
sklarstvi
As +3, +5 vysoce toxicky; metalurgie (soucast slitin a polovodic¢h)

LD =120 mg (As203);

Cr +2, 43, 16 Cr® vysoce toxicky (krvaceni automobilovy primysl (pochromovani
do jater, ledvin a dychacich naraznikl); vyroba slitin (nerezova ocel,
organti; dermatitida a nichrom)
ulcerace; perforace nosni
prepazky)
Cd +1, +2 toxicky (vysoky krevni tlak, nikelnato-kademnaté baterie; tézba rud

srde¢ni choroby, smrt)
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Cu +1,+2 akutni otrava (kovova elektroinstalace (vodice)
pachut, nevolnost, zvraceni,
prijem; ptipadné hypertenze,
Sok a koma)
Fe +2,+3 zabarveni pradla pfi vyskytu Sirokospektralni vyuziti
ve vodé€; chronicka otrava
zpisobuje hemosiderozu
doprovazenou fibrézou.
LD = 60 mg/kg
Ni +1,+2,+3,+4  prdjem, bolesti bficha, kozni galvanické pokovovani; vyroba baterii
onemocnéni a magnetl
Pb +2, +4 LD =20-25 g (akutni otrava baterie; zvySovac oktanového ¢isla
vzacna, pfi chronické otrave a antidetonacni pfisada do benzinu
je postiZzena nervova (tetraethylolovo®); primarni sloZ rozbusek
soustava, GIT a krvetvorba) (azid olova); barviva
Hg +1, +2 ties, ataxie, podrazdénost, napln piistroji (teploméry, barometry);
slepota, smrt slitiny (amalgamy)
Zn +2 nevolnost, zvraceni, kosmetika (opalovaci krémy); baterie;

zaludecni kiece a prijem

automobilovy primysl (galvanizace)

2.2 Osud v Zivotnim prostredi

Osud, pfenos a toxicita tézkych kovil je znaéné ovlivnéna hodnotou pH a redoxnim
potencidlem pud. Tézké kovy mohou rovnéz existovat v riiznych stavech oxidace, piic¢emz
tyto stavy se lisi v hodnotach toxicity, rozpustnosti a reaktivity. Z divodu ¢astych zmén
jejich oxida¢nich ¢isel neni mozné tyto kovy nicit spalovanim jako formou remediace.
Z t¢hoz divodu nemiZze byt uplathovdna bioremediace ¢i  vzduSny stripping
(angl. air stripping) [14]. Mezi nejCastéjsi procesy rozpadu tézkych kovii chemickou cestou

patii hydrolyza spolu s procesem oxidace a redukce.

2.2.1 Hydrolyza

Hydrolyza ptedstavuje reakci, pfi niz dochdzi k substituci atomu ¢i skupiny atomi
v molekule molekulou vody nebo hydroxidem. Chemickéa vazba je pierusena a dochazi

k navazani vodikového protonu (H") & hydroxidového aniontu (OH") z molekuly vody [14].

V piipadé reakce s kovy, pozitivné nabity kovovy ion (M) se chova jako lewisovska
kyselina, pficemz ionty kovu €erpaji elektrony z vazby O—H ve vodé¢. Jakmile je vazba —OH
pteruSena, vodikovy proton je uvolnén a vzniké kysely roztok:

(z—1)+

M[M[H,0],]*" + H- OH < [M[H,0],_,[OH]] +H,0* (1)

3 Tetraethylolovo jako antidetonaéni piisada do motorovych benzinii je v dne$ni dobé& nahrazena ferrocenem.
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2.2.2 Oxidace a redukce

Procesy oxidace, kdy dochazi ke ztraté elektronli, a redukce, naopak pfijimani elektronu,
jsou komplementarni, jinymi slovy, jedna reakce nemiize probé¢hnout bez druhé reakce,

nebot elektrony musi byt v rovnovaze:
2Fe(s) » 2Fe?*(aq) + 4e~ (2)

2Fe + 0, + 4H* + 4e~ - 2Fe?*(aq) + 2H,0 (3)

Redoxni reakce v biotickém 1 abiotickém systému jsou dobfe pozorovatelné zkouméanim
oxidacnich ¢isel atomt. V piipad¢, ze redoxni reakce probihaji v rdmci anorganickych latek,

silné zavisi na pH a redoxnim potencialu®, jeZ uréuji toxicitu anorganickych latek [14].

2.3 Interfazovy chemicky transport

Interfazovy neboli mezifazovy chemicky pienos predstavuje fyzikalni a chemické procesy
probihajici mezi fdzemi (plynnymi, kapalnymi a pevnymi) zatimco intrafdzovy chemicky
pienos zahrnuje tytéz procesy, které ovSem probihaji v ramci jedné faze, kupt. v pudeé [14].
Mezifazovy prenos tézkych kovl se nejcastéji uskutecituje prostrednictvim solubilizace,

srazeni, rozpousténi, sorpce a desorpce.

2.3.1 Solubilizace, sraZeni a rozpousténi

Rozpustnost latky je mirou maximalniho mnozstvi této latky, jaké lze rozpustit v daném
rozpoustédle, zpravidla ve vod€. Latky s vyS$$i rozpustnosti jsou jednoduSeji rozpustné
v podzemnich vodach, ¢imz zvysuji riziko kontaminace okolnich pid. Voda se tak stava

diky svému polarnimu charakteru vybornym rozpoustédlem jinych polarnich sloucenin.

Imobilizované kovy obsazené v pid¢ je mozné odstranit tzv. solubilizaci — pfidanim
chelata¢nich ¢inidel” a naslednym odstranénim vzniklych ve vodé rozpustnych komplex.
Tézké kovy obsazené ve spodnich vodach je mozné odstraniovat prostfednictvim srazecich

reakei [14]:

6 Redoxni potencidl latky predstavuje schopnost latky vazat ¢i uvolfiovat elektrony. Jednotkou redoxniho
potencialu je volt (V) ¢i milivolt (mV) [69]. V anglosaské literatuie je Castéji uvadén tzv. redukéni potencial
(reduction potential) latky, ktery vyjadiuje pouze schopnost latky v prib&éhu redukce elektrony vazat [14].

7 Chelatacni ¢inidlo ptedstavuje latku, jejiz molekuly jsou schopné vytvaret nékolik vazeb s jednim kovovym
iontem [14].
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Fe?* + 2H* + 20, - Fe** + H,0 (4)

Fe3* + 30H™ - Fe(OH);(s) { (5)

2.3.2 Sorpce a desorpce

Sorpce predstavuje proces pienosu latky z kapalné ¢i plynné faze do faze pevné i kapalné.
Proces sorpce je spojovan s absorpci a adsorpci. Povrchovy naboj, méfeny jako KVK?,
ur¢uje koviim v iontové formé jejich schopnost pfitahovat kationty na zaporné nabitych
funkénich skupinach pevné latky. Castice se zaporné nabitym povrchem, zpravidla jil &i jiné

pudni ¢astice, tak vykazuji silnou sorpci vii¢i kladn€ nabitym kationtim [14].

2.4 Vyskyt tézkych kovi

Prestoze tézké kovy predstavuji kovy pfirozené se vyskytujici v zemské kuife, vétsina jimi
vzniklé kontaminace Zivotniho prostfedi souvisi s jejich praktickym vyuzivanim. Zpravidla
se jedna o jejich primyslové vyuziti ¢i disledek antropogenni Cinnosti, jako kupft. tézbu
rud a jejich taveni, pouziti v domacnostech a zemé&d¢lstvi [35]. Ke kontaminaci zivotniho
prostiedi mize dochazet prostiednictvim koroze kovili, atmosférickou depozici, ptidni erozi
kovovych ionti ¢i vyluhovanim a odpafovanim. ZvySenym podilem na kontaminaci t€zZkymi

kovy se podili pfirodni jevy, jako zvétravani €i sopecné erupce [35-36, 40].

2.5 Instrumentalni analyza

Mezi konvenéni techniky vyuzivané pii analyze kovi se fadi atomova absorpcni
spektrometrie (AAS, angl. atomic absorption spectrometry) spolu s plamenovou
AAS (FAAS, angl. flame  atomic  absorption  spectrometry),  hmotnostni
spektrometrie/atomova  emisni  spektroskopie s indukéné vazanym  plazmatem,

UV/VIS spektrofotometrie a rentgenova fluorescenéni spektrometrie [11, 41-42].

2.5.1 Atomova absorp¢ni spektrometrie

Princip AAS je zalozen na absorpci elektromagnetického zafeni ke zjiSténi ptitomnosti
sledovaného prvku [11]. Zdrojem zéfeni je nizkotlak4, neonem plnéna vybojka s dutou
katodou. M¢étenou veli¢inou je absorbance jako mira koncentrace sledovaného prvku,

pricemz rozdily energii mezi elektronovymi stavy jsou pro kazdy prvek ptiznacné [43].

8 Kationtovd vyménnd kapacita (KVK) predstavuje maximalni mnoZstvi celkovych kationti, které je v daném
ptipadé puda schopna udrzet na dané hodnoté pH [14].
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Technika byva pouzita jako hlavni nastroj pfi studiu stopovych kovl v Zivotnim prostiedi
a v biologickych vzorcich. Vyhodou metody se jevi jeji pouziti pii analyze vzorka,
ve kterém je koncentrace kovu pomérné vysoka, a zaroven je pro analyzu dostupné pouze

malé mnozstvi vzorku [11, 44].

2.5.2 Plamenova atomova absorp¢ni spektrometrie

Princip FAAS je zaloZen na odpafovani a rozpraSovani vzorku v plameni o vysoké teploté.
Jedna se o rychlou a velmi pfesnou analyzu. Atomy analyzovaného prvku absorbuji svétlo
specifické vinové délky z duté katodové lampy (HCL, angl. hollow cathode lamp)
prochazejici plamenem. Svételny paprsek je veden pfes plamen do monochromatoru
a nasledné na detektor, ktery méti mnozstvi svétla absorbovaného atomizovanym prvkem
v plameni. Cilem je méfit mnozstvi energie absorbované témito atomy, pficemz toto

mnozstvi je imérné poctu atomu v draze svétla [11].

2.5.3 Emisni spektroskopie s indukéné vazanym plazmatem

Emisni spektroskopie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-AES, angl. inductively coupled
plasma atomic emission spectroscopy) piedstavuje rychlou a citlivou metodu pro stanoveni
prvki, a to vCetné kovil v roztoku. Princip AES je zalozen na vystaveni analyzovaného
vzorku teploté, ktera je dostate¢na k tomu, aby doslo nejenom k rozpadu na atomy, ale také
ke znacné srazkové excitaci a ionizaci atomll vzorku. Jakmile se atomy a ionty dostanou
do excitovaného stavu, mohou nasledné sniZzovat svoji energii tepelnym nebo radioaktivnim
(emisnim) pfechodem. Cilem AES je méfit intenzitu vyzatfovaného svétla pti urcitych

vlnovych délkach, ¢imz je stanovovana koncentrace zajmovych prvka [11].

2.5.4 UV/VIS spektrofotometrie

UV/VIS spektrofotometr je uréen pro méteni v ultrafialové oblasti a oblasti viditelného
svétla. Pristroje méfi absorpci v oblasti 200 az 1000 nm. Pro meéieni v oblasti nizsi
nez 230 nm musi byt spektrofotometr vybaven zdrojem UV zéfeni. Jako zdroj viditelného

zéafeni byva vyuzivana wolframova zarovka a deuteriova vybojka jako zdroj UV zateni [11].

2.5.5 Rentgenova fluorescencni spektrometrie

Rentgenova fluorescencni spektrometrie (XRF, angl. X-ray fluorescence) je zalozena
na ,,interakci Castic nebo zareni o vysoké energii s atomy vzorku* [44]. V dusledku této

interakce je atom uveden do vysokoenergetického stavu, za soucasného vyrazeni elektronu
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z vnitinich vrstev atomového obalu. Vakance vzniklad po vyrazeni elektronu je zaplnéna
elektronem z vyssi energetické hladiny. Princip metody je zaloZen na méieni uvolnéné
energie ve formé fotonu & Augerova elektronu’® postupem elektronu z vys$§i energetické

hladiny do nizsi [44].

2.6 Dilci zavér

Zdroje kontaminace t¢zkymi kovy, obdobn¢ jako zdroje radioaktivity, nejsou pouze umélé,
ale rovnéz pftirozené. Extenzivni dusledky primyslové c¢innosti ovSem pfirozené
koncentrace tézkych kovil navysuji a vytvari tak redlny problém majici disledky na okolni
Zivé systémy.

Prestoze autofi definice tézkych kovi se neshoduji na jedné ustdlené varianté, shoduji

se na skutecnosti, Ze vysokd toxicita 1 v nepatrném mnoZstvi pfedstavuje hlavni

charakteristiku tézkych kovti.
Osvédcené metody instrumentalni analyzy vhodné pro analyzu tézkych kovii 1 jinych prvka,
byly uvedeny v této kapitole. V névaznosti na jejich vycet budou vybrané metody,

a to predevSim XRF spolu s FAAS vyuzity pfi feSeni experimentalni ¢asti zavérené prace.

9 P¥i ptechodu elektronu z vy3§i vrstvy atomového obalu do niz§i dochazi k vyzafeni energie, ktera miize byt
vyzarena ve formé fotonu ¢i mize byt predana jinému elektronu a ten je pak sekundarné uvolnén z atomu.
Takto uvolnény elektron se nazyva Augerovym elektronem [70].
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3 BIOLOUZENI

Mnozstvi tuhého odpadu, opusténych dilnich hlusin a zamotenych ptid majici za nasledek
vysokou koncentraci tézkych kovli v okolni pad€ a vodé¢ se s rozvojem primyslu zvysuje
[45]. Extrémné vysoké koncentrace tézkych kovl zlistavaji jako odpad z dilni Cinnosti,

a to predevsim na uzemi Ciny a Jizni Koreje, bez jakéhokoli dalsiho zpracovani [45-47].

Techniky biolouZeni (angl. bioleaching) jsou stile vice vyuzivanou technologii v rdmci
extrakce a znovuziskavani tézkych kovi z kovovych rud, kontaminovanych sedimentt, pad
a kali [48-49], nebot predstavuji metodu zalozenou schopnosti mikroorganismil
transformovat téZké kovy do rozpustné fadze [46]. Na rozdil od fyzikalnich a chemickych
procesii se jedna o proces financné méné nékladny, vysoce efektivni a k pfirod¢ Setrnéjsi

[46-50].

Kapitola se zaméfuje na vyznamného zastupce acidofilnich bakterii Acidithiobacillus
ferrooxidans, jez je vyuzivan v procesu biolouzeni, uvadi zakladni ptehled faktort pro jeho
uspésnou kultivaci a popisuje doposud zndmy proces biolouzeni prostfednictvim této

bakterie.

3.1 Mikrobiologie

V procesu biolouzeni se obecné vyuZzivaji bakterie se schopnosti oxidovat zelezo. Vzhledem
ke skuteCnosti, Ze bakteridlni louZeni probiha v kyselém prostiedi, v némz vétSina iont
zustava v roztoku, zvlastni vyznam sehravaji acidofilni druhy bakterii [S1]. Mezi nejvice
vyuzivané patii bakterie rodu Acidithiobacillus a Thiobacillus jako jsou Acidithiobacillus
ferrooxidans, A. thiooxidans a Thiobacillus thioparus [49, 52]. Z vySe zminénych thiobacilt
jsou i ostatni zastupci schopni oxidovat siru a sulfidy, jejich riist je vSak determinovan vyssi

hodnotou pH, pfi které se ionty kovi jiz neudrzi v roztoku [51, 53].

Bakterie 4. ferrooxidans a A. thiooxidans se mohou pouzivat jednotlivé nebo vzijemné
kombinovat. Nedavné studie navic piedkladaji, ze kombinace téchto dvou bakterii v procesu

biolouzeni tézkych kovl piinasi vyssi efektivitu [49, 52].

3.2 Bakterie Acidithiobacillus ferrooxidans

Acidithiobacillus ferrooxidans patii mezi nejvice vyuzivané mikroorganismy v procesu

odstrafiovani tézkych kovii z kontaminovanych pid [54]. Radi se mezi gramnegativni,
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chemolitotrofni tyCinkovité bakterie rostouci v pritomnosti Zeleza €i siry jako svého zdroje

energie. Fotografie A. ferrooxidans je uvedena na obr. 3.

Obr. 3 Acidithiobacillus ferrooxidans [55]

Jako zdroj uhliku bakterie vyzaduje vzdusny CO». Energii pro svij rist ziskava oxidaci iont
Fe?" na ionty Fe*" [54, 56]. Bakterie se rovnéz podili na redukci sloucenin siry (pfijemce
elektronu) za soucasné oxidace Fe?" (darce elektronu). Dana reakce vede k produkci siranu
zelezitého [57-58]. Pii nedostatku kysliku jsou bakterie A. ferrooxidans stale schopné riist
na redukovanych anorganickych slou¢eninach siry s vyuzitim Fe*" jako alternativniho

akceptora elektronu [49, 53].

3.2.1 Kultivace

Média vyuzivana pro kultivaci se napfi¢ publikovanymi studiemi lisi. Mezi nejCastéji
vyuzivand média patii médium 9K [45, 59—60], médium 882 [54] ¢i1 médium B80. Slozeni
médii 9K a B80 uvadi tabulka 2.

Tab. 2 Slozeni médii 9K a B8O [45]

Médium 9K Médium B80
(NH4)2804 3g/L Slozka I Slozka II
KoHPO4 0,5 g/L (NH4)2S04 2g FeSO4.7H,0 40¢g
MgS0,.7H,0 0,5 g/L KCl 0,1g IN H,SO4 2 ml
Ca(NO3), 0,01 g/L K>HPO4 0,5¢g Destilovand H.O 300 ml
FeS04.7H,0 0,23 g/L MgS0,.7H,0 05¢g
KCl1 0,1 g/L Ca(NO:s), 0,01 g

Destilovana H,O 1L Destilovana H,O 700 ml
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V zavislosti na provadénych studiich, kultivace bakterii probiha za aerobnich podminek
v teplotnim rozmezi 25-30 °C a protiepavani pti 120—180 otackach za minutu. Hodnota
pH média byva upravena na hodnoty 1,80 az 2,50 pomoci H2SO4 [45—46, 54]. Mezi klicové
parametry uspésné kultivace thiobacili patii kyselé pH podporujici acidifikaci, vysoky
redoxni potencial udrZzovany dostateCnym provzdusnovanim a dostupnosti substratu

s obsahem siry [51].

Kultiva¢ni proces bakterii je monitorovan prostfednictvi sledovani dynamického vyvoje
hodnot pH, ORP a koncentraci Fe*" iontii. Zavislost zmén hodnot pH v ¢ase (s ohledem
narust a mnozeni bakterii) se do jist¢ miry napfi¢ studiemi rizni. VsSeobecny trend
vSak naznacuje pocatecni rist a nasledny pokles pH v €ase. Studie [61] uvadi riist pH pouze
do druhého dne kultivace, pfi¢emz nasledujici dny Cinnosti bakterii jeho hodnota klesa.
V jiné studii [62] pH rostlo aZ do c¢tvrtého dne, nasledné zacalo klesat. Ackoli v obou
experimentech bylo pouzito stejné kultivaéni médium 9K, mirn€ odlisné podminky kultivace
mohou zapfi¢init ¢asovy rozdil v zaznamenani poklesu pH. Hodnota ORP by s dobou

kultivace nem¢la klesat, naopak by méla rist, dle [63] az v rozmezi tfetiho a patého dne.

3.2.2 Mechanismus biolouzeni

Produkt energetického metabolismu bakterie, siran zelezity, slouzi jako silné oxidacni
¢inidlo schopné mobilizovat kovy [64-65]. Mechanismus biolouZzeni pomoci
A. ferrooxidans je tak popisovan jako pifimé bakteridlni napadavani sulfidickych mineralt

a nepiimé oxidovani minerali Fe*".
Piimy mechanismus. Pfimé rozpousténi minerald je zptisobeno rozkladem sulfidickych

minerald enzymatickym systémem bakterii:

A.ferrooxidans

MS, + H,0 + 15 0, 2 M2+ 4 2502~ + 2H*, (6)
kde MS; piedstavuje nerozpustny sulfid kovu a Me?* piedstavuje kovovy ion [49].
NepFimy mechanismus. V piipadé nepfimého mechanismu bakterie regeneruji Fe*" ionty
oxidaci Fe*", pficemz Zelezité ionty slouzi jako oxida¢ni ¢inidlo sulfidickych mineralt [49]:

Af id
14Fe2* + 3+ 50, + 14H* —2 270 1 4Re3+ 4 7H,0 (7

MS, + 8H,0 + 14Fe3* - M2* + 14Fe?* + 2502~ + 16H". (8)
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Reakce (7) vyzaduje ptitomnost bakterii 4. ferrooxidans, zatimco (8) predstavuje Cisté
chemicky proces. Zelezité ionty ziskané v (7) tak postupuji do reakce (8), ¢imz je dalsi

mnozstvi tézkych kovii louzeno [66].

Zapoceti procesu biolouzeni by mélo probihat po dokonceni riistové faze [67], soucasné
je zapotiebi brat v potaz obsah rozpusténého organického uhliku, jez ma dle [68] toxicky

vliv na acidofilni bakterie.

3.3 Dilci zavér

Vyhody technologie biolouzeni naznacuji jeji vhodnost pouziti pti louzeni tézkych kovii in-
situ bez zasahu do pH pidy a zmény ekologické niky, které by s sebou ptinasely konvencni
chemické metody. Technologie biolouZeni po vice nez dvacet let je zkouména a prozatim
Zadna studie nepoukdzala na vyznamna Uskali této metody. Dokonce je dle vysledku studii

[69, 70] povazovana za vice efektivni nez chemické louzeni. Nevyhodou je vSak jeji Casova

naroc¢nost.

Vzhledem k velkému poctu provedenych studii je mozné uvést zavér, ze bakterie
A. ferrooxidans ptedstavuji vyznamného zéastupce acidofilnich bakterii, ktery pii mnoha
biolouzicich experimentech vykazoval dobré vysledky. Z tohoto divodu byla tato bakterie,

vcetné vybranych parametri jeji kultivace zvolena pro pouziti v praktické ¢asti prace.
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II. PRAKTICKA CAST
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4 POUZITE MATERIALY A METODY

4.1 Pouzité materialy a chemikalie

Materialy a chemikalie vyuzité pii feSeni praktické ¢asti prace uvadi tab. 3.

Tab. 3 Pouzité materialy a chemikalie

Material / chemikalie Objem [ml] MnozZstvi [ks]
chlorid draselny, ¢(KCI) = 1 mol/l 100
chlorid vapenaty, c(CaClz) = 0,01 mol/l 100
voda demineralizovana
lahvicka plastova se Sroubovacim uzaveérem 100 12
kelimek zihaci keramicky 10 4
exsikator 1
octan amonny, ¢(CH3;COONH4) = 1 mol/l 1000
octan amonny, ¢(CH3;COONH4) =2 mol/l 500
zasobni standardni roztok drasliku, ¢(K) = 0,01 mol/l 1000
zasobni standardni roztok sodiku, ¢(Na) = 0,01 mol/l 1000
zasobni standardni roztok hotc¢iku, c(Mg) = 0,01 mol/l 1000
zasobni standardni roztok vapniku, ¢(Ca) = 0,01 mol/l 1000
kyselina chlorovodikova, ¢(HCI) = 4 mol/l 1000
. . 100 12
banka odmérna 50 12
kadinka 100 15
0,01-0,1 1
mikropipeta 0,1-1 1
0,5-5 1
: o i 10 1
pipeta sklenéna, délena 30 1
filtracni papir ze sklenénych mikrovlaken, primér 50 mm 30
kyselina dusi¢na, c(HNO3) = 2 mol/l 100
kyselina sirova, ¢(H2SO4) = 0,5-0,25-0,1 mol/Il 200
skli¢ko podlozni s komurkou pocitaci Cyrus II, Meopta 2
sklicko kryci 100
lahev sklenéna se Sroubovacim uzavérem 1000 10
Acidithiobacillus ferrooxidans, kultura chlazena 4,5
thiokyanatan draselny, c(KSCN) =20 % 250

4.2 Pouzité pristroje a pomicky

Seznam pouzitych pfistrojii a pomutcek uvadi tab. 4.
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Tab. 4 Pouzité ptistroje a pomicky

Nazev Typ Vyrobce Zemé piivodu
analyzator vlhkosti MB 25 Ohaus USA
elektroda pH SenTix 81 WTW SRN
elektroda platinova BlueLine 31 RX Schott SRN
elektroda vodivostni TetraCon 325 WTW SRN
FAAS ContrAA 800D AnalytikJENA SRN
konduktometr inoLab WTW SRN
konduktometr inoLab Cond 730 WTW SRN
michacka magneticka MM4 Lavat CR
opticky mikroskop CX41 Olympus Japonsko
pec muflova MP 05-0.1 Martinek CR

pH a ORP metr inoLab WTW SRN
predvazky laboratorni EW Kern SRN
rentgenovy fluorescenéni spektrometr  ElvaX Elvatech Ukrajina
spektrofotometr Unicam UV 500 Thermo Spectronic ~ USA
stolni centrifuga Rotanta 460 R Hettich SRN
suSarna UM 100 Memmert SRN
ttepaci vodni lazen 1092 GFL SRN
trepacka linearni mala RS 10 basic, Yellow line  IKA SRN
vahy analytické ABJ 220-4NM Kern SRN

4.3 Misto a odbér vzorku

Pro ucely experimentu byl odbér vzorkli proveden v prostoru byvalych vojenskych skladii

arealu Vrbétice ve vzdalenosti 7 km severovychodné od mésta Slavi¢in, Ceska republika.

4.3.1 Misto odbéru

Ve vrbétickém aredlu byla vybrana dvé mista odbéru v ptilehlém terénu skladu €. 12 a €. 16.

Geologické slozeni hornin celého prostoru uvadi obr. 4.
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Obr. 4 Ortofoto a typy hornin vrbétického aredlu

Misto vzorkovéani I bylo zvoleno v okoli skladu ¢. 16. V misté odbéru se nachdzela
piskovcovo-jilovita  hornina. Ortofoto spolu s geologickym podkladem mista

vzorkovani I je uvedeno na obr. 5
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Obr. 5 Ortofoto a typ hornin mista vzorkovani I

Misto vzorkovani II bylo vybrano v okoli skladu ¢. 12. V okoli se pievazné nachazi rovnéz
piskovcovo-jilovita hornina, do mista odbéru také zasahuje pis€ito-hlinity az hlinito-piscity

sediment. Ortofoto spolu s typem hornin mista vzorkovani II uvadi obr. 6.
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Obr. 6 Ortofoto a typ hornin mista vzorkovani I1

4.3.2 Plan a schéma vzorkovani

Cil vzorkovani byl zamé&fen na zhodnoceni kontaminace plid jako soucésti analyzy rizik,
rekultivac¢nich a remediac¢nich postupii [64] pro zjiSténi moZnosti biolouzeni a porovnani
s louzenim chemickym. Vzorkovani bylo provadéno v prostoru muni¢nich skladt arealu

Vrbétice, a to na dvou mistech. Podminky, pfi nichz byly vzorky odebrany, uvadi tab. 5.
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Tab. 5 Podminky vzorkovani

Vzorkovani I

Vzorkovani II

Misto vzorkovani

Datum a ¢as odbéru

Teplota a vitr
Zpisob odbéru

Plocha odbéru

Pocet mist odbéru
Hloubka odbéru

Pocet dil¢ich vzorki
Hmotnost dil¢iho vzorku

Hmotnost smésného vzorku

Prostor muni¢nich skladt Vrbétice
(sklad ¢. 16)

13. f{jna 2023
13:00-15:00
22 °C, jasno, slunecno, bezveétii

Maly rucni vzorkovac o délce 380
mm s praimérem drazky 17 mm

10x 10 m
3
30 cm
24 ks
42g
1000 g

Prostor munic¢nich sklad Vrbétice
(sklad ¢. 12)

6. fijna 2023
10:00-13:00
12 °C, polojasno, mirny SZ vitr

Maly ruéni vzorkovac o délce 380
mm s prumérem drazky 17 mm

10x 20 m
2
30 cm
12 ks
84 ¢
1000 g

Na misté¢ vzorkovani I bylo odebrano celkem 24 vzorkl na tfech mistech, kazdé o rozméru

10 X 10 m v ptilehlé oblasti skladu €. 16. Pro vzorkovani II bylo odebrano 12 dil¢ich vzorka

na dvou mistech, kazdé o rozméru 10 X 20 metru v oblasti muniéniho skladu ¢. 12.

Zakladni vzorkovaci

schéma bylo vybrano jako schéma systematické z divodu

rovnomérného rozmisténi vzorkd na plose [71]. Schémata vzorkovani jsou uvedena

naobr. 7 a 8.

Obr. 7 Schéma vzorkovani [
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Obr. 8 Schéma vzorkovani I1

Z 24 dil¢ich vzorkd o hmotnosti 42 g vzorkovani I a 12 dil¢ich vzorkli o hmotnosti
84 g vzorkovani II byly vytvoreny dva smésné vzorky o celkové hmotnosti 1000 g. S témito

smésnymi vzorky byly nasledné provadény experimenty.

4.4 Stanoveni fyzikalné-chemickych charakteristik

Za ucelem zjisténi chemickych charakteristik smésnych vzorkd bylo zméfeno jejich
pH a konduktivita, byl stanoven obsah oxidovatelného uhliku, zméfena kationtova vymeénna
kapacity a obsah tézkych kovi. Soucasné¢ jako fyzikalni charakteristika byl ve vzorcich

stanoven obsah susiny.

4.4.1 Stanoveni pH

Hodnota pH sehrava kli¢ovou roli pfi vétSin€ chemickych a biologickych procesit v piidach,
pric¢emz stanoveni pH smésnych vzorkl ptd bylo provedeno podle normy ISO 10390 [72].
Vlhké dil¢i vzorky ze dvou mist vzorkovani byly dany do dvou mis a promiseny za vzniku
dvou smésnych vzorkil. Vzorky byly vysuseny pfi laboratorni teploté a rozemlety pomoci

treci misky a tlouCku. Nasledné byly pfesity pres sito o priméru ok 2 mm.
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Z kazdého presitého smésného vzorku bylo odebrano 6 x 5 g plidy, kdy tato mnozZstvi byla
smichana s 25 ml (1) demineralizované H>O, (2) 1M roztoku KCIl a (3) 0,01M roztoku
CaCls (viz tab. 6).

Tab. 6 Vzorky ptipravené pro stanoveni pH

Médium Nazev vzorku Médium Nazev vzorku

1A IIA

H,O H,O
IB IIB
1A IIA

KCl1 KC1

IB IIB
1A IIA

CaCl, CaCl,
IB IIB

Vytvotené vzorky pro méfeni pH byly umistény do 12 plastovych lahvi o objemu
100 ml se Sroubovacim uzavérem a vloZzeny do tfepacky na 60 minut pfi 120 RPM.
Po uplynuti této doby byly vzorky pieneseny a ponechany v klidu po dobu dalSich 60 minut.
U ptipravenych vzorkli byla zméfena hodnota jejich pH. Pro zméfeni hodnoty
pH v pfipravenych vzorcich byl vyuzit pH metr inoLab od némecké firmy WTW

s elektrodou SenTix 81 téze firmy.

Kazda lahev s danym vzorkem byla vlozena na magnetickou michacku (bez zapnutého
ohfevu). Do lahvi¢ky byla vloZena elektroda SenTix 81, jeZ byla pfedem zkalibrovana
pomoci pfipravenych kalibracnich (pufracnich) roztokl. Na digitadlnim panelu pH metru byla
po ustaleni odecitana namétrena hodnota pH. Mezi kazdym dal§im méfenim byla elektroda

vymyta destilovanou vodou.

Hodnoceni aktivniho pH pfi pouziti s HoO a vyménného pH pfi pouziti KCl a CaCly

je provedeno s vyuzitim tdajii uvedenych v tab. 7.

Tab. 7 Hodnoceni aktivniho a vyménného pH [73-74]

Pidni reakce pH/KCI pH/H20 pH/CaCl;
velmi siln¢ kysela méneé nez 3,0 méné nez 3,5 Mén¢ nez 4,5
silng kysela 3,0-4,0 3,5-4,4 4,6-5,0
stiedné kysela 4,1-5,0 45-5)5 5,1-5,0
mirn¢ kysela 5,1-6,0 5,6-6,5 5,6 —6,5
neutralni 6,1-7,0 6,6—17,2 6,6 —7,2

mirné alkalicka vice nez 7,0 vice nez 7,2 vice nez 7,3
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Vypocet vybérové smerodatné odchylky u ziskanych hodnot byl proveden dle vztahu:

N
1 _
o= n_lizl:(xi—x)z )

kde x; je naméfena hodnota, X je primérna hodnota a n je pocet méfeni.

4.4.2 Stanoveni konduktivity

Pro stanoveni hodnoty konduktivity smésnych vzorki byla vyuzita norma CSN ISO 11265
[75], pticemz byly pouZzity vzorky pfipravené pro stanoveni pH, a to 2 X 5 g pudy
ze smésného vzorku I a smésného vzorku II, kdy tyto byly smichany s 25 ml
demineralizované vody. Postup jejich ptipravy je shodny s postupem uvedenym v oddilu

4.4.1. Pripravené vzorky uvadi tab. 8.

Tab. 8 Vzorky ptipravené pro stanoveni konduktivity

Médium Nazev vzorku Médium Nazev vzorku
IA IIA
H,O H,O
IB IIB

Hodnota konduktivity byla méfena pomoci konduktometru inoLab od némecké firmy
WTW s vodivostni elektrodou TetraCon 325 téze firmy. Lahve byly postupné vkladany
na magnetickou michacku, pfi¢emz do kazdé byla vlozena platinova elektroda. Po ustaleni
méfené hodnoty byla tato odeCtena z digitalniho panelu konduktometru. Mezi kazdym

meéfenim byla elektroda omyta destilovanou vodou.

4.4.3 Stanoveni susiny

Stanoveni suiny bylo provadéno podle CSN EN 12902 [76]. Z kazdého smésného vzorku
byly pfipraveny dva vzorky o hmotnosti 5 g. U kazdého vzorku byla pomoci analytickych
vah zjiSténa jejich prfesna hmotnost. Vzorky byly umistény do susSici pece a suseny pii 60 °C
po dobu dvou hodin a nasledné pti 105 °C po dobu dalsich ¢tyt hodin. Nésledné byly vzorky
vyjmuty a vlozeny do exsikatoru ke zchladnuti. Vzorky o laboratorni teploté byly nasledné

zvazeny. Vypocet obsahu vody byl proveden dle vztahu (10):

x [%] = 100 — (T2 100), (10)
my
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kde m; zna¢i hmotnost vzorku pfed vysusenim [g], m, hmotnost vzorku po vysuSeni

[g] a x procentudlni zastoupeni suSiny.

Hodnoty stanovené vypoctem byly porovnany s vysledky ziskanymi pomoci analyzatoru
vlhkosti MB 25 americké firmy Ohaus. Pro tyto ucely byly do analyzatoru vlhkosti navazeny
2 X 2 g z kazdého smésného vzorku. Vzorky byly nasledné analyzovény, pfi¢emz vysledna

hodnota susiny v jednotlivych vzorcich byla odectena z digitalniho panelu pfistroje.

4.4.4 Stanoveni oxidovatelného uhliku

Stanoveni oxidovatelného uhliku za Gcelem zjiSténi procentudlniho obsahu organickych
latek bylo provedeno podle CSN EN 16070 [77]. Jedna se o tzv. ztratu zihanim. Do pfedem
vyzihanych kelimkt bylo vlozeno 2 X 5 g vysuSeného smésného vzorku I a smésného vzorku
IT pi1 105 °C. Vzorky byly na analytickych vahach zvaZeny a nésledné vlozeny do piedem
do muflové pece, kde byly zihany pii 650 °C po dobu tfi hodin. Po uplynuti této doby byly
vzorky vyjmuty, presunuty do exsikatoru a nésledné na analytickych vahach zvéazeny.
Procentualni stanoveni oxidovatelného uhliku bylo provedeno dle vztahu (11):

¢ [%] = 100 — (—m1 — M2, 100), (11)
my

kde m; pfedstavuje hmotnost vzorku pied zihanim (hmotnost vysuseného vzorku

pii 105 °C) [g] a m, znaci hmotnost vzorku po Zihani [g].

4.4.5 Stanoveni vyménnych kationti

Stanoveni vyménnych sodnych, draselnych, vapenatych a hotfecnatych kationtl bylo
provedeno podle Podlesdkové a kol., 1992 [78]. Stanoveni kationtd bylo provedeno
ve vyluhu octanem amonnym. Uelem této metody bylo vytdsnit vyménné kationty
ze zeminy opakovanou extrakci roztokem octanu amonného o pH 7,0 a jednotlivé kationty

stanovit pomoci atomové absorp¢ni spektrometrie.

Do ¢tyt kadinek o objemu 100 ml bylo navazeno 10 grami zeminy (dva vzorky z kazdého
smésného vzorku). Zemina byla ptelita 20 ml octanu amonného o koncentraci 1 mol/1
a vzorky byly promichdny. Po dikladném promichéani byly kddinky ponechdny v klidu
po dobu 30 minut. Po této dob¢ se zemina usadila na dné€ kadinek a eluat byl pies sklddany
filtr slévan do odmérné bariky o objemu 100 ml. Zemina v kadince byla vymyvana dekantaci
dvéma opakovanymi davkami 20 ml roztoku octanu amonného o koncentraci 1 mol/1. Poté

byla zemina pfenesena na filtr, kde byla promyvana roztokem octanu, dokud byla odmérna
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baitkka doplnéna po znacku. Doba stani mezi jednotlivymi promyvanimi 20 ml octanu

amonného dosahovala 30 minut.

Mezitim byly pfipraveny smeésné standardni roztoky pro kalibraci. Ze zasobniho
standardniho roztoku pro draslik o koncentraci 0,01 mol/1 a zdsobniho standardniho roztoku
pro sodik o koncentraci 0,01 mol/1 byl pfipraven smésny standardni roztok pro draslik
(K)asodik (Na). Vyslednd koncentrace K ve smésném standardnim roztoku
byla 2 mmol/1 a Na byla 4 mmol/1. Dale byl pfipraven smésny standardni roztok pro vapnik
(Ca) a hot¢ik (Mg) ze zasobniho standardniho roztoku pro Mg o koncentraci 0,01 mol/1
a zasobniho standardniho roztoku pro Ca o koncentraci 0,025 mol/1. Vysledna koncentrace

Mg ve smésném standardnim roztoku byla 0,4 mmol/1 a Ca byla 5 mmol/1.

Ze smésnych standardnich roztokt byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky. Do Sesti odmérnych
ban¢k o objemu 50 ml bylo pomoci mikropipety a sklenéné pipety davkovano 0,00 — 1,25 —
2,50 —5,00—7,50 — 12,50 ml smésného standardniho roztoku K a Na. Déle bylo k roztokiim
pfidano 25 ml octanu amonného o koncentraci 2 mol/l a doplnéno demineralizovanou vodou
po znacku. Bylo vytvofeno Sest kalibra¢nich roztokl s rGznou koncentraci vyménného
K (viz tab. 9)!°. Obdobnym zpiisobem byly pfipraveny kalibraéni roztoky ze smésného
standardniho roztoku Ca a Mg. Do dalSich Sesti odmérnych ban¢k o objemu 50 ml bylo
davkovano 0,00 — 1,25 -2,50—- 5,00 — 7,50 — 10,00 smesného standardniho roztoku Ca a Mg.
Dale bylo kroztokim pfidano 10 ml octanu amonného o koncentraci 1 mol/l
a 2,5 ml kyseliny chlorovodikové o koncentraci 4 mol/l a doplnéno demineralizovanou
vodou po znacku. Bylo vytvofeno Sest kalibracnich roztoki s riznou koncentraci Ca a Mg

(viz tab. 9).

Posléze bylo do ¢tyf odmérnych ban€k o objemu 25 ml odpipetovano 10 ml vyluhu zeminy,
ke kterym bylo pfidano 1,25 ml kyseliny chlorovodikové o koncentraci 4 mol/l a baiiky byly
doplnény po znacku demineralizovanou vodou. Takto pfipravené roztoky spolu

s kalibra¢nimi roztoky byly proméfovany na FAAS.

10 Pro Gcely nasledného méteni pomoci FAAS byly molarni koncentrace piepo¢itiny na koncentrace
hmotnostni [mg/1].
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Tab. 9 Smésné standardni roztoky pfipravené pro stanoveni vyménnych kationtii
. ; v, Hmotnostni koncentrace [mg/1]
Smésny standardni roztok Cislo vzorku Na K Mg Ca
1 0,00 0,00
2 2,30 1,95
, , 3 4,60 3,90
Sodik a draslik 4 9.20 7.80
5 13,80 11,70
6 23,00 19,50
1 0,00 0,00
2 0,24 5,00
o wxr 3 0,48 10,00
Véapnik a hotéik 4 0.96 20,00
5 1,44 30,00
6 1,92 40,00

Pro méteni byl vyuzit FAAS typu ContrAA 800D od némeckého vyrobce AnalytikJENA.

Kalibrac¢ni roztoky byly prométovany pii vinovych délkach 769,9 nm (K), 589,0 nm (Na),

422,7 nm (Ca) a 285,2 nm (Mg). Obsah vyménnych kationta byl stanoven dle vztahti (12—

15):
Nagy = 21,749 - W'
Kex = 12,788 .w’
Mgex = 411,4 - W'
Caey = 249,6 %

(12)

(13)

(14)

(15)

kde Xex znaéi obsah vyménného prvku (Na, K, Mg, Ca) v ptidé [mmol chem.ekv./kg],

B predstavuje koncentraci prvku (Na, K, Mg, Ca) ve zfedéném extraktu [mg/l], B, znaci

koncentraci prvku ve zfedéném slepém pokusu [mg/l] a m ptedstavuje hmotnost pidy

navazenou pro analyzu [g].

4.4.6 Stanoveni kationtové vyménné kapacity

Pro vypocet KVK slouzily vysledky ziskané v kroku 4.4.5. Vypocet KVK byl proveden

podle vztahu (16):
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KVK =

Ca+ Mg 4 K LH* 4 Na
20,04 ' 12,1525 ' 39,098 22,9898’ (16)

kde (Ca, Mg, K, H", Na) piedstavuji obsahy jednotlivych prvka [mg/kg] a KVK znaci

kationtovou vyménnou kapacitu [mmol chem.ekv./kg].

4.4.7 Stanoveni obsahu kovu

Stanoveni obsahu kovli ve smésnych vzorcich piidy bylo provedeno s pomoci XRF a FAAS.
Obsah kovii byl nejprve stanoven pomoci rentgenové fluorescence na piistroji
ELVA X ukrajinského vyrobce ElvaTech, u néhoz zdrojem ioniza¢niho zafeni byla rhodiova
vybojka. Pro stanoveni tézkych (lehkych) kovii byl pfistroj nastaven se vstupnim napétim

45 (10) kV a proudem 10 (25) pA.

Pfiblizn¢ 5 g smésného vzorku I a II bylo postupné¢ umisténo do piistroje a s pomoci
programového vybaveni bylo v jednotlivych vzorcich pidy zobrazeno =zastoupeni

nalezenych prvki.

4.5 Biolouzeni

Metoda kultivace byla zvolena jako vsadkova (z angl. batch). Louzici bioreaktor
predstavovalo celkem 11 sklenénych nadob o objemu 1000 ml s plastovym uzavérem.

Sklenéné nadoby spolu s uzavéry byly pfedem sterilizovany horkou parou v autoklavu.

4.5.1 Médium

Ke mnozeni bakterii bylo zvoleno médium B80, jehoz slozeni je uvedeno v tab. 2. Médium
bylo pfipraveno den predem, pifi¢emz ob¢ slozky média byly pfipraveny zvlast. Hodnota
jejich pH byla v souladu s [45, 46, 54] upravena na hodnotu 1,8. Prométovani pH bylo
provadéno pomoci pH metru inoLab WTW s elektrodou SenTix 81. Dosazeni pozadované
hodnoty pH bylo provedeno pfidanim dalSich 330 pl kyseliny sirové. Nasledné byly obé

slozky média smichany.

4.5.2 Kultivace bakterii

Do vsech sterilizovanych sklenénych nadob bylo odméfeno 100 ml média B8O spolu
s 0,5 ml bakterii 4. ferrooxidans (kromé& nadoby €. 1, jez slouzila jako blank pro srovnani).

Ptipravené vzorky uvadi tab. 10.
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Tab. 10 Vzorky pro vsadkovou kultivaci

Vzorek Inokulace Vzorek Inokulace
1 100 ml B8O 6 100 ml B80 + 0,5 ml 4. ferrooxidans
2 100 ml B80 + 0,5 ml 4. ferrooxidans 7 100 ml B80 + 0,5 ml 4. ferrooxidans
3 100 ml B80 + 0,5 ml 4. ferrooxidans 8 100 ml B80 + 0,5 ml 4. ferrooxidans
4 100 ml B80 + 0,5 ml 4. ferrooxidans 9 100 ml B80 + 0,5 ml 4. ferrooxidans
5 100 ml B80 + 0,5 ml 4. ferrooxidans 10 100 ml B80 + 0,5 ml 4. ferrooxidans

Nédoby byly vlozeny do tiepacky s nastavenou rychlosti tiepani 120 ot/min. Tiepacka byla

temperovéana na hodnotu 25 °C.

4.5.3 Méreni pH a ORP

Za ucelem zjisténi aktivity (rastu a mnozeni) bakterii 4. ferrooxidans, byly v intervalech
24 hodin méfeny hodnoty pH a ORP. Pokles hodnoty pH indikuje aktivitu bakterii [57-58,
66], nebot’ produkt jejich metabolismu ptedstavuje kyselina sirova, jez médium okyseluje.
Diky pouziti vsadkové kultivace je tak mozné monitorovat pokles hodnoty pH. Soucasn¢
vysoky redoxni potencial patii mezi klicové parametry Gspésné kultivace A. ferrooxidans
a jejich schopnosti oxidovat Fe?" ionty na ionty Fe*" [51]. Pro méfeni pH byl vyuzit pH metr
inoLab WTW s elektrodou SenTix 81, méfeni ORP bylo provadéno pomoci ORP metru
inoLab WTW s platinovou elektrodou BlueLine 31 RX Schott. Méfeni pH a ORP bylo

provadéno pii konstantnim promichavani na magnetické michacce bez zapnutého ohievu).

4.5.4 Meéreni Zelezitych ionti

Aktivita bakterii byla dale métena spektrofotometricky, kdy byly pomoci spektrofotometru

Unicam UV 500 americké firmy Thermo Spectronic méfeny ionty Fe*".

Pro spektrofometrickou analyzu bylo periodicky pfipravovano vzdy devét vzorkl z nadob
2—-10 obsahujicich bakterie 4. ferrooxidans v médiu B80. Z kazdé nadoby bylo odebrano
250 pl do odmérné baniky o objemu 25 ml a doplnéno destilovanou vodou po rysku. Takto
piipraveny vzorek byl pfelit do kadinky o objemu 50 ml a ke vzorku bylo pfidano
1,25 ml kyseliny chlorovodikové v fedéni 1:1. Vzorek byl fadn€ promichan a nasledné bylo
k nému pridano 2,5 ml thiokyanatanu draselného (KSCN). Ptiblizn¢ 2 ml takto ptipraveného
vzorku pro spektrofotometrickou analyzu bylo s pomoci stiikacky pfevedeno do kiemikové

kyvety spektrofotometru.

Spektrofotometr byl nejprve zkalibrovan a nasledné byla provadéna méfeni jednotlivych

vzorki. Urovné absorbance byly méfeny pii vinovych délkach 480, 490, 500, 510 a 520 nm.
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Dlivodem méteni pii nékolika vinovych délkach bylo soucasné hledani vhodné vinové délky

pro méfeni iontl Fe’*.
4.5.5 Pocitani bakterii

S pomoci optického mikroskopu CX41 japonské firmy Olympus byl sledovan
rist a mnozeni bakterii. Ze vzorka 2—10 bylo odebrano 10 pl média s bakteriemi a vlozeno
na podlozni sklicko Cyrus II s poc€itaci komtrkou ¢eského vyrobce Meopta. Takto vytvoreny

preparat byl piekryt krycim sklickem a vlozen na stolek mikroskopu.

Po zapnuti mikroskopu spolu s programem Quick Photo Micro byl preparat pozorovan
pi1 400X zvétSeni (10X zvétSeni pomoci okularu WHB a 40X zvétSeni pomoci tubusu).
Pocitani zivych (pohybujicich se) bakterii bylo provadéno na nejmensim ctverci pocitaci
komiirky o rozméru 50 X 50 um. Nasobeni poctu bakterii bylo provadénou v souladu s [79].
Mezi jednotlivymi pozorovanimi byla podlozni sklicka vymyta pomoci destilované vody

a ethanolu. Po jejich vysuseni byla ptipravena pro naneseni dal$iho vzorku.

4.5.6 Louzeni pomoci Acidithiobacillus ferrooxidans

Po osmi dnech, kdy byly v deviti nddobach bakterie kultivovany, byla do Sesti z nich pfidana
navazka 10 g ptidy ze smésného vzorku I a II. Navazka 10 g byla zvolena za ucelem dodrzeni
louziciho poméru 1:10. Pfipravené vzorky uvadi tab. 11, pfi¢emz vzorky 8—10 slouzily jako

blank pro srovnani.

Tab. 11 Vzorky pro biolouZeni

Vzorek pro biolouZeni SloZeni

2 100 ml B80 + 0,5 ml 4. ferrooxidans + 10 g smésného vzorku I
100 ml B80 + 0,5 ml A. ferrooxidans + 10 g smésného vzorku I
100 ml B80 + 0,5 ml 4. ferrooxidans + 10 g smésného vzorku I
100 ml B80 + 0,5 ml 4. ferrooxidans + 10 g smésného vzorku II
100 ml B80 + 0,5 ml 4. ferrooxidans + 10 g smésného vzorku II
100 ml B80 + 0,5 ml 4. ferrooxidans + 10 g smésného vzorku II

~N N R~ W

Byly provadény celkem 3 odbéry po 24 hodinach, pficemz pida byla louzena po dobu 24,
48 a 72 hodin.

Prvni odbér (po 24 hodinach louZeni) byl proveden devaty den kultivace. Odebrano bylo
25 ml ze vzorkii 2—-7 a tyto byly pfemistény do Sesti centrifuga¢nich zkumavek. Zkumavky
byly vlozeny do stolni centrifugy Rotanta 460 R némeckého vyrobce Hettich. Vzorky byly

centrifugovany po dobu 10 minut pti 10 000 otackach za minutu. Po uplynuti této doby
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vzorky zcentrifugy byly vyjmuty a ziskany supernatant byl prefiltrovdn s pomoci
20ml plastové  stfikaCky s filtrem zregenerované celulozy o velikosti pora
0,45 um a prenesen do nové centrifugaéni zkumavky. Soucasné¢ bylo odebrano
25 ml ze vzorkdl 8-10 slouzicich jako blank. Analogickym zplsobem bylo postupovano
pfi odbéru po 48 a 72 hodindch. Ziskané ptefiltrované supernatanty a blanky byly ulozeny
v chladnicce pii 5 °C. Jedenacty den kultivace byl proveden posledni odbér (po 72 hodinach)
a filtraty ziskané za 24 a 48 hodin louzeni spolu s blanky byly analyzovany pomoci FAAS.

4.6 Chemické louzeni

Pro srovnani efektivity biologického louzeni bylo provedeno rovnéz chemické louZeni
pomoci 2M HNO3 a 0,5 - 0,25 — 0,1M H>SOs4. Hmotnostni koncentrace kovii byla stanovena
pomoci FAAS. Obdobné, jako v piipad¢ stanoveni vyménnych kationti v oddile 4.4.5
byl vyuzit FAAS typu ContrAA 800D od némeckého vyrobce AnalytikJENA.

Smésné vzorky na vzduchu vysusené pii laboratorni teploté byly namlety. Ze smésného
vzorku I bylo odvdzeno 4 X 5 g pudy a soucasné bylo totéz mnozstvi odvazeno ze smésného
vzorku II. Dva vzorky z kazdého smésného vzorku byly smichdny s 50 ml 2M kyseliny
dusiéné (HNOs3)!! a zbylé dva vzorky s 50 ml 0,5M kyselinou sirovou (H2SOu).
Vsech 8 vzorki bylo ponechdno 6 hodin na tfepacce. Vzorky byly prefiltrovany

za snizeného tlaku a vznikly filtrat byl pouzit pro méfeni pomoci FAAS (viz tab. 12).

Tab. 12 Vzorky ptipravené ke stanoveni obsahu kovii pomoci FAAS

Médium Nazev vzorku Médium Nazev vzorku
1A IIA
HNO;3 HNO;
IB IIB
H,SO A H,SO LA
2o B 2o B

Me¢éteni probihalo v plameni acetylen-vzduch, pfi¢emz pfistroj byl nastaven podle
doporuceni vyrobce. M¢éteni pfipravenych roztok probihalo po dobu 3-5 s. Pomoci
softwaru a programu MS excel byly vyhodnoceny obsahy kovili v jednotlivych smésnych

vzorcich.

! Kyselina dusi¢nd o koncentraci 2 mol/l je normovana pro pouziti v analyze piid pii stanovovani prvki
obsazenych v pudach dle vyhlasky Ministerstva Zivotniho prostedi ¢. 13/1994 Sb. [86].
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

Studii byly podrobeny dva smésné vzorky plidy sesbirané v prostoru vrbétického aredlu,
jez obsahovaly mirn€ odlisné slozeni ptidy a vzhledem k rGznym mistim odbéru téz odlisné
zastoupeni tézkych kovl. S pomoci Zivného média B80 byly kultivovany bakterie
A. ferrooxidans, které byly v experimentu vyuzity pro jejich schopnost louzit t€zké kovy
z kontaminovanych ptd. Efektivita procesu biolouZeni byla nasledné srovnana s klasickou

metodou extrakce tézkych kovi pomoci kyselin.

5.1 Charakteristika pud

Vzorky pldy pfii pouziti KCI, H,O a CaCl; pfi stanoveni hodnoty pH ve vSech ptipadech
vykazovaly neutralni pidni reakci. Naméfené hodnoty pH obou smésnych vzorkd pudy
1ze s vyuzitim [73—74] hodnotit jako neutrdlni. Naméfené hodnoty pH spolu s hodnotou

konduktivity uvadi tab. 13.

Tab. 13 Konduktivita a pH pidy

Smésny Konduktivita L. . . Pudni reakce
vzorelz [uS/cm] Médium  NaviZzka pidy [g] pH dle [73-74]
KCl 5,0181 £ 0,0001 6,36 + 0,11
| 383,5+ 6,4 CaCl, 5,0334 £ 0,0255 6,58 + 0,03 neutralni
H,O 4,9995 + 0,0114 6,70 + 0,03
KCl 5,0403 + 0,0008 6,26 + 0,17
I 4245+ 49 CaCl, 5,0045 £ 0,0112 6,72+ 0,01 neutralni
H,0 5,0130 + 0,0256 7,06 + 0,01

Susina v obou smésnych vzorcich piidy dosahovala hodnoty ptiblizné 97 %. Procentualni
zastoupeni oxidovatelného uhliku v obou smésnych vzorcich soucasné nepiesahovalo

hodnotu 10 %. Namétené hodnoty jsou uvedeny v tab. 14.

Tab. 14 Obsah suSiny a oxidovatelného uhliku v padé

Smésny vzorek I I
Navazka pidy [g] 2,0200 + 0,0170 2,0325 + 0,0248
Obsah susiny [%] 96,92 + 0,21 96,68 + 0,21
Naviazka pidy [g] 5,0601 £+ 0,0767 5,1169 + 0,1288
Hmotnost ptdy po 105 °C [g] 4,4310 £+ 0,0633 4,6440 £ 0,5735
Hmotnost ptidy po 550 °C [g] 4,0299 + 0,0228 4,0945 + 0,1399

Obsah oxidovatelného uhliku [%] 9,04 + 1,81 6,78 + 1,51
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Koncentrace sodiku, drasliku, vapniku a hot¢iku ve vzorcich plidy uvadi tab. 15. Hodnoty
hmotnostnich koncentraci jednotlivych prvka byly spocitany dle provedené kalibrace.

Tab. 15 soucasné uvadi obsahy vyménnych prvki a hodnoty kationtové vyménné kapacity.

Vypocet kationtové vymeénné kapacity byl proveden dle vztahu (16) pro oba smésné vzorky
a pro vypocet obsahu vyménného prvku byly vyuzity vztahy (12-15). Vystupy méteni
slepych pokusti pomoci FAAS uvedly, Ze koncentrace prvki ve zfedéném slepém pokusu
je rovna 0. Z tohoto dtivodu byla hodnota 3, ve vypoctech obsahu vyménného prvku z vyse

uvedenych vztahil rovna nule.

Tab. 15 Kationtova vyménna kapacita, koncentrace a obsah vyménnych prvkl v ptdé

Smésny vzorek I I
Na 1,67 + 0,66 2,69 £ 0,02
K 0,55 + 0,04 1,75 £ 0,04
Koncentrace prvku [mg/1] Ca 35,10 + 0,69 52.09 + 1,07
Mg 1,88 + 0,07 2,98 £ 0,02
Naex 3,60 + 1,44 5,70 £ 0,24
Obsah vyménného prvku Kex 0,69 + 0,04 2,18 +£ 0,02
[mmol chem. ekv./kg] Cacx 871,31 + 2,56 1268,77 + 16,25
Mgex 76,92 + 13,40 119,49 + 4,85
Kationtova vyménna kapacita 1,99 + 0,01 3,01 + 0,05

S pomoci XRF byly v obou smésnych vzorcich identifikovany lehké a té¢zké kovy. Vystupy

rentgenové fluorescence uvadi obr. 9 a 10.
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Obr. 9 Kovy ve smésném vzorku I (stanoveno pomoci XRF)
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Obr. 10 Kovy ve smésném vzorku II (stanoveno pomoci XRF)

Jak je patrné z obr. 9 a 10, v obou vzorcich ptidy byl nalezen draslik, vapnik, titan, mangan,
zelezo, zinek, rubidium, stroncium a zirkon. Ve vzorku I byla navic identifikovana
pritomnost olova. Kovy nalezené s pomoci rentgenové fluorescence (vyjma drasliku
a vapniku) slouzily v dalSi ¢asti experimentu jako vstup pro identifikaci a stanoveni

hmotnostnich koncentraci vylouzenych prvkl pomoci klasické extrakce a biolouzenim.

5.2 Dynamické zmény pH a oxidacné redukéniho potencialu

U deseti vzorkli ptipravenych pro vsadkovou kultivaci bakterii a néasledné biolouzeni

byly zméteny vstupni hodnoty, jez uvadi tab. 16.

Tab. 16 Hodnoty pH a ORP vzorkl prvni den kultivace

Vzorek Inokulace pH ORP, mV
1 100 ml B80 1,808 545,1
2 100 ml B80 + 0,5 ml A4. ferrooxidans 1,802 550,2
3 100 ml B80 + 0,5 ml A4. ferrooxidans 1,785 549.4
4 100 ml B80 + 0,5 ml 4. ferrooxidans 1,805 550
5 100 ml B80 + 0,5 ml A. ferrooxidans 1,796 549,1
6 100 ml B80 + 0,5 ml A. ferrooxidans 1,791 549
7 100 ml B80 + 0,5 ml A. ferrooxidans 1,788 549
8 100 ml B80 + 0,5 ml 4. ferrooxidans 1,789 550,5
9 100 ml B80 + 0,5 ml 4. ferrooxidans 1,791 549,7
10 100 ml B80 + 0,5 ml A4. ferrooxidans 1,795 549,2
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Nameétené hodnoty pH koreluji s hodnotou pH piipraveného kultivacniho média BS8O0.
Dynamické zmény pH duasledku ¢innosti bakterii po dobu 11 dni graficky znéazoriuje

obr. 11.
23
22 4+

2,1 +

zaCatek biolouZeni
pfidani pidy ke vzorkiim 2—7

pH

Doba méfeni, t, [den]

= vzorek 1 (blank bez bakterii) —=—vzorky 2-10
--a-- vzorky 2-7 (s pudou) —a—vzorky 8-10 (blank bez ptudy)

Obr. 11 Zmény pH v pribehu kultivace a louzeni

Pro nazorn¢js$i zobrazeni byly uvedeny primérné hodnoty pH jednotlivych vzorkt.
Jak je patrné z obr. 11, Sesty den kultivace zacalo u vzorki 2—-10 dochdzet k navySovani
hodnoty pH, ktera dale rostla az do osmého dne, kdy byly ke vzorkiim 2—7 ptidany smésné
vzorky pidy (smésny vzorek I ke vzorkim 2—4 a ke vzorkim 5-7 smésny vzorek II)
a pH zacalo klesat. Vzhledem k zasadit¢ povaze pudy lze konstatovat, ze hodnota pH
pravdépodobné zacala klesat vlivem ¢innosti bakterii. Naméfené hodnoty se do jisté miry
shoduji s vysledky studii [61-62], jez uvadi, ze rist a mnozeni bakterii je doprovazeno
rustem hodnoty pH, pfi¢emz samotna biolouzici aktivita 4. ferrooxidans je doprovazena
poklesem pH v dusledku jejich metabolické tvorby kyseliny sirové. Rozdilnost namétenych
hodnot ve srovnani se studiemi spociva v delsim obdobi ristu pH. Ackoli experimentalné
namétené hodnoty modeluji vSeobecny trend ristu a néasledného poklesu pH, odliSnost

1

(zejména pouzitim média B8O).
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Dynamické zmény ORP jsou graficky znazornény na obr. 12. Obdobné jako v ptipadé zmén

pH byly uvedeny pramérné hodnoty ORP pro jednotlivé vzorky.
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Obr. 12 Zmény ORP v prabehu kultivace a louzeni

Vyvoj hodnot ORP v pribéhu kultivace koreluje s vysledky studie [63], kdy se hodnota
ORP v prubehu kultivace zvysuje, a to zejména v priubehu tfetiho az patého dne. Ve srovnani
se vzorkem 1, jeZ neobsahoval kulturu 4. ferrooxidans, 1ze pozorovat, ze paty den kultivace

zacalo dochazet k rustu hodnot ORP v dasledku ¢innosti bakterii.

5.3 Koncentrace Zelezitych ionta v pribéhu kultivace

Hodnoty koncentrace Zelezitych ionti v priibéhu kultivace ilustruje graf na obr. 13. Rust
koncentrace Fe** iontli indikuje aktivitu bakterii, jez oxiduji ionty Fe**, které byly dodany

ve formée heptahydratu siranu Zeleznatého (FeSO4 - 7H20) v kultivacnim médiu.
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Obr. 13 Zmény koncentrace ionti Fe*" v priibéhu kultivace

Jak je patrné z obr. 13, aktivita bakterii se zacala ve srovnani se vzorkem 1, jez neobsahoval
bakterialni kulturu, projevovat Sesty den kultivace. Své nejvyssi urovné dosdhla desaty
den a nésledn¢ zacala klesat. Z divodu zakaleni vzorkd 2-7 ptfidanou piidou byly

koncentrace Fe** méfeny od osmého dne pouze ve vzorcich bez pady.

5.4 Rustova krivka bakterii

Rist kolonii bakterii byl zaznamendvan od druhého dne kultivace, tedy den poté, co byly

vzorky 2—-10 naoc¢kovany kulturou A. ferrooxidans. Ristova kiivka je graficky zndzornéna

na obr. 14.
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Obr. 14 Ristova kiivka bakterii 4. ferrooxidans

Z grafu na obr. 14 je pozorovatelnid lagova faze pfiblizné¢ mezi druhym a patym dnem
nasledovana fazi zrychleného riistu do konce métenti, tedy jedenactého dne. Z dtivodu kratké
doby kultivace neni pozorovana faze zpomaleného ristu. S ohledem na vysledky
publikovanych studii 1ze konstatovat, Ze pro riist bakterii a efektivitu louzeni se osmy den,
kdy byl zapocat proces biolouzeni, neprojevil jako nejvhodnéjsi. Kultivace se v tomto bodé
nachazela ve fazi zrychleného riastu. I pies to, ze dle vysledki studie [67] by osmy
den se mohl jevit jako dostate¢né¢ dlouhd doba od pocatku kultivace, rtstova kiivka
nasledujicich dni naznacuje, ze rstova faze stile pokraCuje. Za nastavenych podminek
experimentu by bylo vhodnégjsi zapocit biolouZeni mezi 12—-14 dnem kultivace. Pofizené
fotografie bakterii uvadi obr. 15, kde fotografie (A) byla potizena ¢tvrty den kultivace, (B)
sedmy den kultivace a (C) jedenacty den, kdy se ptida ve vzorku louzila po dobu 72 h.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Obr. 15 Fotografie bakterii A. ferrooxidans
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5.5 Louzeni kovi pomoci Acidithiobacillus ferrooxidans

Devaty den od zacatku kultivace bylo zapocato louzeni kovi z kontaminované pudy,
atopo 24, 48 a 72 hodinach. Hmotnostni koncentrace vylouzenych prvkii zmétenych

pomoci FAAS uvadi tab. 17.

Tab. 17 Koncentrace prvkl v ptidé po biolouzeni

Smésny Prvek Koncentrace prvku po biolouZeni [mg/1]'?
vzorek 24 hodin 48 hodin 72 hodin

cd 0,03 + 0,00 0,03 £ 0,00 0,03 + 0,00
Cu 0,83 £ 0,04 0,94 £ 0,18 1,06 £ 0,48
Zn 2,60 + 0,08 ND ND
Ni 3,56 + 0,07 3,70 + 0,12 3,82+ 0,11

1 Fe > DL >DL > DL
Pb 0,02 £ 0,01 0,06 + 0,01 0,01 + 0,00
Mn >DL >DL > DL
Sb > DL 1,94 + 0,00 ND
Cr 0,08 £ 0,01 0,03 £ 0,00 0,07 £ 0,01
cd 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00
Cu 1,134 0,15 1,57 + 0,47 1,55 + 0,43
Zn 6,69 + 0,61 ND ND
Ni 4,14 £ 0,61 4,34 + 0,52 4,57 £ 0,38

II Fe >DL >DL > DL
Pb 0,02 + 0,02 0,05 + 0,01 <DL
Mn >DL >DL > DL
Sb 1,58 + 0,22 <DL ND
Cr 0,13 £ 0,01 0,05 £ 0,00 0,08 £ 0,00

Vzhledem ke skutecnosti, ze nebyly nalezeny vSechny prvky, které byly identifikovany
pomoci rentgenové fluorescencni metody, jmenovité Ti, Rb, Sr a Zr, ale pouze Mn, Fe a Zn,

bylo provedeno rozsiteni hledanych tézkych kovii o Cd, Cu, Ni, Pb, Sb a Cr.

Jak uvadi data v tab. 17, hmotnostni koncentrace vylouzen¢ho Zn byla zméfena pouze
pii prvnim vylouZeni po 24 hodinach a hodnoty koncentraci Fe, Mn a Sb byly vyssi (pfip.
bylo pfi dal§im hodnoceni pracovano pouze s hmotnostnimi koncentracemi Cd, Cu, Ni, Pb

aCr.

Jednotlivé koncentrace vylouzeného Cd, Cu, Ni, Pb a Cr po 24, 48 a 72 hodinach jsou

graficky znazornény na obr. 16.

12 DL = detection limit (limit detekce); ND = no data (z4dné idaje)
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Obr. 16 Koncentrace vylouzené¢ho Cd, Cu, Ni, Pb a Cr po biolouzeni



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

Koncentrace vylouzeného Cd byla na rozdil od ostatnich kovi v pribéhu 24—72 hodin
konstantni. Ze smésného vzorku I bylo vylouzeno 0,03 mg/l Cd a ze smésného

vzorku I1 0,02 mg/I Cd.

Cu vylouzena ze vzorku I vykazovala rostouci tendenci, tedy nejvyssi hodnoty vylouzeni
bylo dosazeno po 72 h. Koncentrace medi vylouzené po 72 h byla ptiblizné o 28 % vyssi
nez v prvnim louZeni po 24 h. V ptipad¢€ vzorku II byla tato rostouci tendence pozorovana
mezi prvnim a druhym louzenim. Mnozstvi médi vylouzené po 72 h bylo nepatrné nizsi,

pricemz stale bylo o 37 % vyssi nez po 24 h.

Koncentrace vylouzeného Ni z obou vzorkl pidy vykazovala rostouci tendenci. Rozdil mezi
prvnim a tfetim louZenim u vzorku I ¢inil pfiblizn€ 7 % a u vzorku II byla koncentrace

vylouzeného niklu po 72 h 0 10,4 % vysSi nez po 24 h.

Tendence rostouciho mnozstvi vylouzeného prvku s dobou biolouZeni jiz nebyla v piipadé
Pb a Cr pozorovana. V piipade vylouzené¢ho Pb bylo po 48 h u smésného vzorku I vylouzeno
3% veétsi mnozstvi nez po 24 h, u vzorku II bylo vylouZzené mnozstvi po 48 h 2,5X vétsi
nez pii prvnim biolouzeni. V piipad¢ Cr byla rostouci tendence pozorovana mezi druhym
atfetim biolouZzenim, pfiCemz ve vzorku I bylo po 72 h vylouZzeno 2,3X vice
Crave vzorku Il bylo pii tfetim louzeni vylouzeno 1,6X vice Cr nez po 48 h. V obou

ptipadech bylo po 24 h vylouZeno vice Pb a Cr nez po 48 a 72 h.

5.6 Louzeni kovu chemickou cestou

Chemickym rozkladem pomoci kyselin (HNO3 a H>SO4) o rGizné moléarni koncentraci (2 —
0,5 — 0,25 — 0,1M) byla provedena tzv. klasicka chemickd metoda extrakce. Hmotnostni
koncentrace vylouzenych kovli uvadi tab. 18. Obdobn¢ jako v pfipadé koncentraci
vylouzenych prvkd pomoci biolouzeni rovnéz v ptipadé klasické metody extrakce nebyly

zaznamenany hodnoty u Fe, Mn a Sb.
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Tab. 18 Koncentrace prvkl v ptidé po chemickém louzeni

Smésny Prvek Koncentrace prvku [mg/1]"?

vzorek 2M HNOs 0,5M H2SO4 0,25M H2SO4 0,1M H2S04
cd 2,63 + 1,41 <DL 0,02 + 0,00 0,02 + 0,01
Cu 3,88 + 0,01 2,08 + 0,49 1,32 0,63 1,40 + 0,54
Zn 8,66 + 0,96 591+ 0,35 3,95 + 1,02 3,39 + 0,68
Ni 4,54 40,37 3,48 + 0,77 1,89 + 0,08 1,60 + 0,44
I Fe >DL >DL >DL >DL
Pb 6,69 + 2,37 0,84 + 0,27 0,50 + 0,16 0,40 + 0,27
Mn >DL >DL >DL >DL
Sb >DL 1,94 + 0,00 ND ND
Cr 0,56 + 0,01 1,58 + 0,26 0,83 + 0,02 0,53 + 0,07
cd 0,03 + 0,01 0,01 + 0,00 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00
Cu 2,31 + 1,11 2,06 + 0,50 1,38 0,29 1,27 + 0,24
Zn 4,63 + 1,86 8,08 + 3,41 3,83+ 1,15 3,43 + 0,94
Ni 2,65+ 0,35 3,27 40,30 2,16 +0,32 1,68 + 0,49
I Fe >DL >DL >DL >DL
Pb 2,82 40,13 0,79 + 0,25 0,53 + 0,17 0,47 + 0,33
Mn >DL >DL >DL >DL
Sb 1,58 + 0,22 <DL ND ND
Cr 0,41 40,11 1,47 + 0,10 1,81 + 0,64 0,50 + 0,05

5.7 Porovnani biolouzeni s klasickou metodou extrakce

Za ucelem porovnani hodnot koncentraci vylouzenych prvki bylo potieba pracovat pouze

s prvky, které byly identifikovany v obou procesech — biolouzeni za pouziti bakterii

A. ferrooxidans a klasickou metodou extrakce, rozkladem pomoci kyselin. Komparaci

vysledki téchto dvou metod byly podrobeny prvky: Cd, Cu, Ni, Pb a Cr. Jednotliva srovnani

mezi hodnotami koncentraci vylouzenych prvkt uvadi grafy na obr. 17-21.

13 DL = detection limit (limit detekce); ND = no data (Z4dné idaje)
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Obr. 17 VylouZeni kadmia chemickou cestou a biolouzenim: komparace

Pro ucely grafického porovnani koncentraci vylouzeného Cd chemickou cestou
a biolouzenim bylo zapotiebi hodnoty hmotnostnich koncentraci pfepocitat na pg/l a prevést
do logaritmického métitka. Diivodem byly vysoké koncentrace vylouzeného Cd u smésné¢ho
vzorku I pfi pouziti 2M HNOs. Z obr. 17 je patrné, ze koncentrace vylouzeného Cd pomoci
A. ferrooxidans jsou srovnatelné s vylouZzenym mnozstvim Cd pomoci 0,5-0,1M H>SO4
arovnéz s 2M HNOs v ptipadé vzorku II. Bakterie soucasné dokazaly ze vzorku I vylouzit

0 50 % vice Cd nez 0,25M a 0,1M H>SO4 u téhoz vzorku.
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Obr. 18 VylouZeni médi chemickou cestou a biolouZenim: komparace

Grafické srovnani vylouzeného obsahu Cu klasickou extrakci a biolouzenim uvadi obr. 18.
Z grafu je patrné, Ze pouziti 2M HNO; a 0,5M HzSO4 vedlo k vyssi vytéznosti, nicméné
vys$si hodnoty vylouzeného Cu pomoci bakterii lze pozorovat v pfipadé louzeni
vzorku IT po 72 h o 13,8 % ve srovnani s pouzitim 0,25M a 12 % ve srovnani 0,1M H2SO4

u téhoz vzorku ptidy. V ptipad¢ vzorku I byla metoda klasické extrakce u€innéjsi.
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Obr. 19 Vylouzeni niklu chemickou cestou a biolouzenim: komparace

Na prvni pohled je z obr. 19 pozorovatelné, Ze u¢innost biolouzeni Ni byla po 72 h vyssi
nez v piipadé¢ chemického louzeni kyselinou sirovou. Hodnoty vylouZeného
Ni ve vzorku I byly jiz po 24 h o 88 % vyssi nez pfi pouziti 0,25M H>SO4 a vice nez
1,2X vys§i nez pii pouziti 0,1M H>SOs. V pfipadé pouziti 2M HNO;3 byla Gc¢innost
chemického louzeni vzorku I o0 27,5 % vysSi nez po 72 h biolouZeni. Pfi louZeni vzorku II
byla ve vSech ptfipadech metoda biologického louzeni jiz po 24 h uc¢inngjsi. V porovnani
s 2M HNOs bylo bakteriemi ze vzorku II po 24 (72) h vylouzeno o 56,0 (72,5) % vice Ni,
s 0,5M H2SO4 0 26,6 (40,0) %, s 0,25M H2SO4 0 91,6 (111,6) % a s 0,1M H2SO4 byla

ucinnost biolouzeni 1,5 (1,7)X vyssi.
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Obr. 20 VylouZeni olova chemickou cestou a biolouZenim: komparace

Pro ucely grafického porovnani koncentraci vylouZzeného Pb chemickou cestou
a biolouzenim bylo zapotfebi hodnoty hmotnostnich koncentraci pfepocitat na pg/l a prevést

do logaritmického méftitka (obdobné jako v ptipad€ naméefenych hodnot vylouzeného Cd).

Z obr. 20 je patrné, ze Ucinnost louZeni Pb klasickou extrakci kyselinami je G¢innéjsi.
Anipo 72 h biolouzeni nebylo dosazeno vyssi vytéznosti. Ze vzorku I bylo pomoci
2M HNOs vylouzeno 110X vice Pb nez po 48 h biolouzeni. Obdobné¢ ze vzorku II bylo
pomoci 2M HNOs3 vylouzeno 56X vice Pb nez po 48 h biolouzZeni. Moznou pfi¢inou slabého

vylouZzeni je schopnost Pb tvofit pouze mirné rozpustné soli.
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Obr. 21 Vylouzeni chromu chemickou cestou a biolouzenim: komparace

Obdobn¢ jako u Pb, biolouzeni Cr rovnéz nepfineslo vyssi vytézek ve srovnani
s louzenim pomoci HNO3 a H>SO4. Pouziti 0,5M a 0,25M H>SOs4 dokazalo vylouzit

mnohonasobné vyssi mnozstvi Cr nez pouzité bakterie.
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ZAVER

Problematika odstranovani tézkych kovi z kontaminovanych vod, piid a sedimentt se fadi
stale mezi aktualni témata majici dopad na chod celé spole¢nosti. Nejenom staré ekologické
zatéze, ale rovnéz noveé technologické postupy s doposud neznamymi dlouhodobymi dopady

¢i konvencni ozbrojené konflikty spoluvytvaii tlak na optimalizaci soucasnych a hledani

novych metod odstrafiovani téchto negativnich aspektli antropogenni ¢innosti.

Ackoli konvencni ozbrojeny konflikt na evropském tzemi, jehoZ jsme nyni svédky
na Ukrajiné, byl do nedavné doby povazovan spise za kapitolu z ucebnice historie, rozsahlé
kontaminace uzemi t¢Zkymi kovy a organickymi polutanty v disledku vedeni ozbrojené
¢innosti, presunti vojenské techniky a zejména pouzivani konvenc¢nich zbranovych systémi
jsou realitou, kterou bude po skonceni tohoto konfliktu nutné fesit. Hledani i¢inné, financné
priznivé, a predev§im optimalizované metody pro odstraiiovani tézkych kovi z pud bude

pfedstavovat jeden z hlavnich tkolid povéale¢né obnovy zasaZzeného Uizemi.

ZavéreCna prace se zamcetila na problematiku biolouzeni jako environmentalné Setrné
a relativné ekonomicky dostupné metody odstraniovani tézkych kovil z kontaminovanych
pud. Prvni, teoreticka, ¢ast prace se zaméfila na problematiku piid kontaminovanych tézkymi
kovy, zdroje kontaminace a moznosti jejich remediace. Dale byl rozebran vyskyt,
instrumentalni analyza a osud tézkych kovill v Zivotnim prostfedi. Teoreticka ¢ast prace byla

uzaviena shrnutim zakladnich poznatki z oblasti biolouzeni s akcentem na soucasné znalosti

o vyuziti bakterii A. ferrooxidans k tomuto ucelu.

Druhd, experimentalni, Cast prace se zaméfila na proces biolouzeni kovi z pad
kontaminovanych vojenskou munici, jez byly s pomoci pracovnikti Vojenskych lest a statkil
sesbirany v prostoru byvalého vojenského arealu Vrbétice a slouzily jako simulace zeminy
kontaminované v disledku vedeni vojenské ¢innosti. Pro samotny proces biolouzeni byly
vyuzity heterotrofni bakterie A. ferrooxidans, jez byly kultivovany pomoci vsadkové
kultivace. Cilem experimentalni ¢asti bylo optimalizovat méteni a srovnat vysledky

biolouzeni s klasickou metodou extrakce pomoci HNO3 a H>SOs.

Dle dosazenych vysledkli je mozné uvést zavér, Ze nejvyssi U€innost vylouZeni byla
zaznamenana u Ni, zatimco nejniz$i G¢innost v porovnani s klasickou metodou extrakce byla
zjisténa u Pb. BiolouZeni Cd po dobu 24, 48 a 72 h bylo stejné ucinné jako louzeni pomoci
0,5M H2SO4 a 0 50 % uc¢innéjsi ve srovnani s 0,25M a 0,1M H»SO4. Vysledky biolouzeni

Cu vykazovaly rostouci trend, nicméné pouze u vzorku Il bylo dosazeno vyssi Gi¢innosti,
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kdy po 72 h bylo biolouZeni ucinnéjsi o 13,8 (12) % ve srovnani s 0,25M (0,1M) H2SOs.
Vyrazné pozitivnich vysledkti ve prospéch biolouzeni bylo dosazeno pii louzeni Ni, nebot’
biolouzeni obou vzorkl ptd ptineslo jiz po 24 h vyssi u€innosti nez rozklad pomoci H2SOs.
V ptipad¢ vzorku II bylo v porovnani s 2M HNO3 po 24 (72) h vylouzeno o 56,0 (72,5) %
vice Ni, ve srovnani s 0,5M H>SOs o 26,6 (40,0) %, s 0,25M H>SO4 o 91,6 (111,6) %
a v porovnani s 0,1M H>SO4 byla u€innost biolouzeni 1,5 (1,7)X vys§i. Na druhou stranu
ucinnost biolouzeni Pb a Cr byla v porovnani s chemickym louzenim niz$i. Ze vzorku I bylo
s pomoci 2M HNOs vylouzeno az 110X vice Pb nez po 48 h biolouzeni. Obdobné tomu bylo
u vzorku II, zn€hoz bylo pomoci téze kyseliny vylouzeno az 56X vice
Pb nez po 48 h biolouZeni. RovnéZz pouziti 0,5M a 0,25M H>SO4 dokéazalo vylouZit
mnohonasobné vy$§i mnozstvi Cr nez v priibéhu louZeni bakteriemi. Uginnost solubilizace

kovli pomoci biolouzeni z kontaminovanych ptd Ize zapsat v sestupném potadi nasledovné:
Ni > Cd> Cu> Cr>Pb.

Dosazené vysledky experimentalni ¢asti prace ukazuji, Ze biologické louZeni pomoci
bakterii A. ferrooxidans zastava nedilnou soucast ucinnych metod odstraniovani tézkych
kovili z kontaminovanych pid. Nejenom, Ze metoda biolouzeni oproti tradi¢énim chemickym
metodam sanace a remediace je Setrnéjsi k zivotnimu prostiedi, jedna se rovnéz o nakladove
efektivni feSeni, jeZ vyuZziva pfirozené se vyskytujici bakterie k odstranovani tézkych kovi

a nepiinasi sekundarni znecisténi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

(NH4)2S04
AAS

Ag

As

AsHj;
Ca(NO:3),
CaCl,

Cd

Co

Cr

CSN

DL

DNT
FAAS

Fe
FeS04.7H,O
H>SO4
HCL

Hg
Hg(CHs),
HMX
ICP-AES
ISO
KoHPO4
KCl

keV
KSCN
kV

LD
MgS0,.7H,0
ND

siran amonny

atomova absorp¢ni spektrometrie
stfibro

arsen

hydrid arsenity

dusicnan vapenaty

chlorid vapenaty

kadmium

kobalt

Ceska technicka norma

limit detekce

dinitrotoluen

plamenova atomova absorpéni spektrometrie
zelezo

heptahydrat siranu Zeleznatého

kyselina sirova

duté katodova vybojka

rtut’

dimethylrtut’

oktogen

emisni spektroskopie s indukéné vazanym plazmatem
Mezinarodni organizace pro standardizaci
hydrogenfosforec¢nan draselny

chlorid draselny

kiloelektronvolt

thiokyanatan draselny

kilovolt

letalni davka

heptahydrat siranu hote¢natého

bez dat
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Ni

NPL
ORP

Pb
Pb(C:Hs)4
RDX
Sb

Se

SRN

Tl

TNT
USA
UV/VIS
XRF

Zn

uS

nikl

Seznam narodnich priorit
oxidaéné redukéni potencial
olovo

tetractylolovo

hexogen

antimon

selen

Spolkova republika Némecko
thallium

trinitrotoluen

Spojené staty americké
ultrafialové / viditelné svétlo
rentgenova fluorescencni spektrometrie
zinek

mikroampér

mikrosiemens
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