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ÚVOD

Problematika odstraňovania znečisťujúcich látok z prírodného prostredia a následnéhoznižovania zaťaženia životného prostredia je v súčasnosti mimoriadne aktuálnou tématikouv rôznych vedeckých odboroch. Znečistené územia a s nimi súvisiace environmentálne záťaže siv posledných rokoch vyžiadali zvýšenú pozornosť celej vedeckej a odbornej spoločnosti,vzhľadom na zložitosť problematiky a potrebu komplexného prístupu ku exaktnémuhodnoteniu znečistenia a následne aj pri realizácii nápravných opatrení. Výskum v oblastiinovatívnych sanačných technológií prináša zaujímavé výsledky z hľadiska potenciálnejrealizácie účinných metód čistenia horninového prostredia a pevných materiálov prírodnéhoalebo antropogénneho charakteru. Najmä kombinácia biologických postupov s klasickýmifyzikálno-chemickými a mechanickými metódami sanácie vedie ku úspešnej remediáciikontaminovaných pôd, zemín a antropogénnych sedimentov.Bioremediácia je prirodzený proces, ktorý sa opiera o schopnosti pôdnych mikroorganizmov(baktérie a huby) a vyšších rastlín meniť biologickú dostupnosť (polo)kovov. Vďakaekologickému prístupu k životnému prostrediu má bioremediácia značný potenciál pridekontaminácii pôd s vysokým obsahom toxických prvkov, vrátane As. Bioremediačný účinokmôže byť zvýšený pridaním rôznych organických doplnkov (biostimulácia, bioaugmentácia),ktoré môžu podporiť metabolické aktivity mikroorganizmov v dekontaminácii prostredia(Alexander, 1999; Mrozik a Piotrowska-Seget, 2010).Biologické metódy využívajú genetickú diverzitu a metabolickú mnohostrannosťmikroorganizmov na transformáciu kontaminantov na menej škodlivé alebo neškodné produktynásledne integrované do prirodzených biogeochemických cyklov, prípadne napomáhajú ku ichpostupnému odstraňovaniu z pôdneho profilu resp. z pevných substrátov sedimentov.Biologické technológie pre dekontamináciu zložiek životného prostredia sú založené navyužívaní schopností mikroorganizmov spotrebovať kontaminujúce látky ako zdroje uhlíka nazískavanie energie pre životné funkcie alebo ich transformácii na iné zlúčeniny v prítomnostikosubstrátu. Pri aplikácii biologických postupov je však nevyhnutné čo najlepšie poznaťschopnosti a vlastnosti mikroorganizmov, ako aj detailné vlastnosti prostredia, v ktorom saznečistenie vyskytuje. Medzi mikroorganizmy, ktoré hrajú kľúčovú úlohu pri potenciálnomodstraňovaní kontaminantov zo zložiek životného prostredia, patria predovšetkým baktérie,aktinomycéty a mikroskopické huby. Pre úspešnú aplikáciu bioremediačných metód v rámcisanácií je nevyhnutná znalosť vlastností autochtónnych mikrobiálnych populácií, ich schopnosť
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zúčastňovať sa rozkladu nežiadúcich látok v danom prostredí a zistenie podmienok potrebnýchpre optimalizáciu ich činnosti (Frankovská et al., 2010).Medzi významné znečisťujúce materiály v životnom prostredí patria aj elektrárenské popoly,pričom ich detailné štúdium je v popredí záujmu z dôvodu hodnotenia ich negatívneho vplyvuna životné prostredie a rizík spojených s existenciou odkalísk na deponovanie popolov. Kľúčovériziko predstavujú vysoké koncentrácie potenciálne toxických prvkov v popoloch, ktorépredstavujú potenciálny zdroj kontaminácie zložiek životného prostredia. Pôsobenímatmosférických zrážok alebo podzemnej vody dochádza k vylúhovaniu nebezpečných látok aprvkov z nestabilného odkaliskového materiálu do životného prostredia (EPRI, 2006). Uvoľnenéprvky sa tak dostávajú do povrchových a podzemných vôd, odkiaľ následne prechádzajú dopôdy, kde redukujú počet mikro- a makro- organizmov, ovplyvňujú hodnoty pH pôdy, zasahujúdo bilancie prístupných živín a do dynamiky početných fyzikálnych, chemických a biologickýchprocesov v pôde. Zabudovaním do rastlinných pletív a plodov sa prvky stávajú súčasťoukolobehu látok v prírode. Na základe vyššie uvedených vplyvov sa deponované elektrárensképopoly považujú za vysoko rizikové antropogénne materiály.Vážnym environmentálnym problémom v rámci Slovenska je výskyt arzénu v elektrárenskýchpopoloch deponovaných na viacerých lokalitách a najmä prítomnosť popolov s vysokýmiobsahmi As v pôdnom profile alúvia rieky Nitra ako dôsledok havárie odkaliska v ZemianskychKostoľanoch. Odstránenie As z kontaminovaného prostredia je pomerne zložité, keďže As nie jemožné chemicky ani biologicky degradovať a jeho toxicita v pôde predstavuje zdravotné riziko.Dôležitú úlohu v mnohých reakciách, ktoré ovplyvňujú špeciáciu As a od toho sa odvíjajúcutoxicitu a mobilitu, majú mikroorganizmy. Heterotrofné mikroorganizmy (predovšetkýmvláknité huby a baktérie) sú čoraz častejšie využívané v biolúhovaní ako súčasťbioremediačných procesov. Je to hlavne vďaka tvorbe organických kyselín, aminokyselín aďalších metabolitov, ktorými sú schopné okysľovať svoje prostredie a spôsobujú takrozpustnosť a extrahovateľnosť prvkov (Bosecker, 1997; Krebs et al., 1997). Na rozdiel odväčšiny polokovov môže As vytvárať plynné zlúčeniny (Mahimairaja et al., 2005; Bolan et al.,2013) a biovolatilizácia zvyšuje potenciálnu mobilitu As v prostredí prostredníctvomenzymatickej premeny anorganických alebo organických foriem As na jeho prchavé deriváty(Michalke et al., 2000).Elektrárenské popoly s vysokým obsahom arzénu na modelovej lokalite starej environmentálnejzáťaže, ktoré sú predmetom štúdia v tejto monografii, boli skúmané pomocou širokého spektramineralogických, geochemických a mikrobiologických metód. Výskum bol zameraný na detailnédefinovanie minerálneho zloženia čerstvých popolov a popolov pochovaných podpoľnohospodárskymi pôdami so zameraním na výskyt arzénu, a taktiež ich vplyv na biodiverzitu
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pôdnych mikroorganizmov, ktorá sa rozvinula vplyvom dlhodobej expozície arzénom. Dôkazomvysokej adaptačnej schopnosti mikroorganizmov v skúmanom antropogénnom materiáli je ajizolácia a identifikácia niekoľkých nových bakteriálnych kmeňov, čo dáva predpoklad ichvyužitia v bioremediácii daného územia. Okrem charakterizácie elektrárenského popola amikrobiologického štúdia pôdnej diverzity hodnotí táto komplexná štúdia aj bioremediačnýpotenciál autochtónnych mikroorganizmov odstraňovať kontamináciu spôsobenú prítomnýmarzénom. Účinnosť odstraňovania arzénu z reálnych vzoriek pôd pochádzajúcich z jednej znajviac kontaminovaných lokalít na území Slovenska bola experimentálne overená nielenaplikovaním selektívnych pôvodných bakteriálnych druhov, ale aj aplikáciou alochtónnehobakteriálneho druhu.Výsledky prezentované v tejto monografii boli získané vďaka finančnej podpore grantovýchúloh: VEGA 1/0321/14 „Geochemické podmienky aplikácie autochtónnych druhovmikroorganizmov v remediačných procesoch biolúhovania kontaminovaných pôd arzénom(pilotná lokalita Zemianske Kostoľany)“ (odpovedný riešiteľ RNDr. Ľ. Jurkovič, PhD.), grantUK/26/2013 „Geochemické podmienky aplikácie autochtónnych druhov baktérií zkontaminovaných pôd v remediačných procesoch biolúhovania na modelovej lokalite ZemianskeKostoľany“ (zodpovedný riešiteľ Mgr. K. Peťková).
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1. PÔVOD A CHARAKTER KONTAMINÁCIE PREDMETNÉHO ÚZEMIA

Región Horná Nitra patrí ku geogénno-antropogénne kontaminovaným regiónom, kde je kvalitaživotného prostredia ovplyvnená nielen geologickým prostredím (geogénna kontaminácia), aletaktiež antropogénnou kontamináciou v dôsledku využívania krajiny. Kombináciou geologickýcha antropogénnych zdrojov znečistenia sa daný región vyznačuje zvýšenou úrovňoukontaminácie všetkých zložiek životného prostredia. Dlhoročná ťažba hnedého uhlia má výraznývplyv na kvalitu životného prostredia, keďže uhlie obsahuje vysoké obsahy potenciálnetoxických prvkov (As, Cd, Hg, F a S), ktoré sú mobilizované a prenášané z prostredia ložiska dookolia vplyvom ťažby, úpravy a spracovania uhlia (Klukanová et al., 2005). Kontaminácia zložiekživotného prostredia (vôd, pôd a sedimentov) súvisí hlavne s prítomnosťou arzénu. Z ďalšíchkontaminantov sa vo zvýšených obsahoch vyskytujú aj Cd a Pb, avšak ich úroveň kontaminácieje v porovnaní s As výrazne nižšia (Rapant et al., 2005).V pilotnom území – Zemianske Kostoľany – je situované Pôvodné odkalisko, ktoré slúžilo naukladanie naplavovaného elektrárenského popola zo spaľovania hnedého uhlia z prevádzkyENO Nováky. Primárne bolo odkalisko budované len na ukladanie škváry a popola. V roku 1963sa rozhodlo o využívaní plochy odkaliska aj na ukladanie vápenného mlieka a chloriduvápenatého z Chemických závodov v Novákoch. V roku 1965 sa po intenzívnych dažďochpretrhla základná hrádza Pôvodného odkaliska, na ktoré sa elektrárenský popol z ENO Novákynaplavoval. Do okolia sa v dôsledku stekutenia odkaliskového materiálu vylialo cca 3 milióny tonpopola (obr. 1). Podľa dokumentu Týždeň vo filme z roku 1970 prišli v deň havárie o život trajaľudia. Voda zmiešaná s popolom unikala do doliny 5 dní, počas ktorých klesla hladina odkaliskao 3 metre. Primárnym dôvodom havárie bolo práve vytváranie nepriepustných vrstievvápenných kalov, ktorébránili odtoku vodysmerom k drenážnemusystému (Slovenskáenergetika, 2011).

Obr. 1 Pohľad na rozplavený odkaliskový materiál po pretrhnutí hrádze
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V pôdach a vodách regiónu Horná Nitra zanechala havária preukázateľné zmeny. Odhadovanározloha kontaminovanej, prevažne poľnohospodárskej pôdy, predstavuje približne 19 000 ha arieka Nitra sa radí medzi najznečistenejšie rieky v strednej Európe. V rámci remediačnýchopatrení sa približne 1 m hrubá vrstva naplaveného popola (lokálneaj viac ako 2 m) prekryla cca 30 - 40 cm vrstvou zeminy (obr. 2,Veselská et al., 2013). Materiál s vysokým obsahom As bol riekouNitra rozplavený až do vzdialenosti 100 km.Pochované antropogénne sedimenty tvoria typ starých ekologickýchzáťaží, ktoré možno definovať ako človekom vytvorené objektyv prírodnom prostredí s predpokladaným vplyvom na viaceré zložkyživotného prostredia. V súčasnosti sú antropogénne sedimentypodobného charakteru v obmedzenom rozsahu predmetomsledovania v rámci Čiastkového monitorovacieho systému, ktorývykonáva Štátny geologický ústav Dionýza Štúra v Bratislave (ČMS,2013).

Obr. 2 Modelový pôdny profil s pochovanými popolmi(lokalita Zemianske Kostoľany, Veselská et al., 2013)
Viacerí autori sa z rôznych aspektov venovali hodnoteniu miery znečistenia predmetnéhoúzemia Horná Nitra ovplyvneného energetickým priemyslom a banskou činnosťou (Keegan etal., 2002; Čurlík, 2003; Jurkovič et al., 2008, 2011 a i.). Taktiež mnoho vedeckých štúdií sazaoberalo expozíciou obyvateľstva arzénom pochádzajúceho zo spaľovania uhlia v okresePrievidza (napr. Wilhelm et al., 2005; Mikulková et al., 2007; Bencko et al., 2009). Zhodnotenievýskytu zvýšených koncentrácií arzénu ako potenciálneho faktora pre vznik nemelanómovejrakoviny kože popisuje štúdia Pesch et al. (2002). Komplexný medicínsko-geochemický výskumzaťaženého prostredia arzénom prezentuje aj štúdia Krčmová a Rapant (2007). Nosnou časťoutýchto štúdií sú práve geochemické faktory, ktoré majú priamy vplyv na zdravotný stavobyvateľstva. Vplyv vybraných geologických faktorov na kvalitu života v regióne Horná Nitra jepredmetom rozsiahlej štúdie Bodiš et al. (2006), kde v rámci geochemických prác boli odobratéa analyzované vzorky podzemných vôd, pôd, riečnych sedimentov a rastlinné vzorky.Z výsledkov výpočtu indexu environmentálneho rizika vyplýva, že plošne najrozsiahlejšou
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kontaminovanou zložkou geologického prostredia Hornej Nitry z hľadiska prekročenianormovaných hodnôt sú povrchové vody, potom podzemné vody a najmenšie prekročenie jev prípade pôd, avšak pôdy a podzemná voda sú najdôležitejšie zložky z hľadiska zdravotnéhorizika. Zvýšené riziko vzniku chronických a rakovinových ochorení z kontaminácie arzénu bolozistené hlavne v obciach Zemianske Kostoľany, Prievidza, Sebedražie, Bystričany, Oslany,Čereňany, Nováky a Malé Kršteňany (Rapant et al., 2005). Obsahy potenciálne toxických prvkovv povrchových vodách regiónu Horná Nitra sú približne rovnaké ako v podzemných vodách.Výrazné zvýšenie bolo pozorované len v prípade arzénu. Aj hlavné toky regiónu – Nitra,Handlovka a Nitrica odrážajú vysokú antropogénnu zaťaženosť regiónu Hornej Nitry. V profilerieky Nitry v odberovom mieste v obci Chalmová bol pozorovaný približne 2-násobný nárastrozpustených látok. Z anorganických makrokomponentov bol zistený vysoký nárast chloridov –až 10-násobný (Rapant et al., 2005). Priemerný obsah As v riečnom sedimente za obdobie 1996až 2012 je 43,68 ± 33,57 mg.kg-1. Dané odberové miesto má taktiež aj vysoký obsah Hg –v priemere 22,27 ± 32,39 mg.kg-1 (ČMS, 2013). Podľa záverečnej správy ČMS za rok 2012,prekračuje lokalita Nitra – Chalmová limitné koncentrácie prvkov As a Hg kategórie B (indikujúcsilné znečistenie), a to podľa Rozhodnutia MP SR č. 531/1994-540 pre neštandardizovanýsediment. V prípade Hg bola prekročená aj limitná koncentrácia kategórie C preneštandardizovaný aj štandardizovaný sediment (ČMS, 2013). Znečistenie v lokalite Nitra -Chalmová má hneď niekoľko zdrojov. Riečne sedimenty ako aj povrchový tok sú ovplyvnenéodkaliskami elektrárenských popolov z ENO v Zemianskych Kostoľanoch (Pôvodné a Dočasnéodkalisko) a Definitívnym odkaliskom v Chalmovej, ale taktiež výrobou v Nováckych chemickýchzávodoch a banskou činnosťou. Dlhodobý monitoring riečnych sedimentov, ako aj kvalitapovrchového toku na danom odberovom mieste v Chalmovej, poukazuje na výraznú a dlhodobúkontamináciu rieky Nitra, ktorá je zaťažená baníctvom a priemyselnou činnosťou (energetický achemický priemysel).Materiál riečnych sedimentov sa vyznačuje relatívne silnou sorpčnou schopnosťou a vysokousorpčnou kapacitou. Vďaka tomu sú kontaminanty rôzneho druhu a genézy zachytenéa pretrvávajú v nich. Keďže riečne sedimenty len v obmedzenej miere odrážajú náhodnéa krátkodobé vplyvy, slúžia ako dlhodobý indikátor stupňa znečistenia geologickej zložkyživotného prostredia. Z hľadiska znečistenia však riečne sedimenty predstavujú zdrojkontaminácie zložiek životného prostredia, keďže pri zmene určitých podmienok môže dôjsťk uvoľneniu potenciálne toxických prvkov (PTP), ktoré sa v prostredí riečneho sedimentuakumulujú (Bodiš a Rapant, 1999; Singh et al., 2002; Hiller et al., 2009; Jankulár et al., 2009).Podľa štúdie Rapant et al. (2005) sa z hľadiska obsahov makroprvkov riečne sedimenty v oblastiHornej Nitry vyznačujú obsahmi charakteristickými blízko priemeru pre Slovensko.Z hodnotených prvkov sú výrazne vyššie obsahy len v prípade As a Hg. Najvyššie obsahy As
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v priemere boli zdokumentované v oblasti obcí Zemianske Kostoľany, Sebedražie a v Prievidzi(v priemere viac ako 100 mg.kg-1). Maximálne obsahy As v jednotlivých vzorkách prevyšujú500 mg.kg-1, pri stanovenej maximálne koncentrácii arzénu 713 mg.kg-1. Vysoké obsahy súvisiapráve s haváriou odkaliska v roku 1965. Pažická a Ballová (2013) sledovali mieru mobility PTPz riečnych sedimentov z lokality Nitra – Chalmová. Extrakciou riečneho sedimentu s roztokom1M HCl sa uvoľnilo 21,7 % Cu, 20,1 % As a 15,8 % Zn, pričom vyšší podiel prvkov sa do výluhuuvoľnil z celkovej frakcie ako z vyseparovanej ťažkej frakcie. Podiel uvoľneného Sb a Pb sapohyboval do 14 %. Aj napriek použitiu silného extrakčného činidla nedošlo k vylúhovaniuveľkého podielu PTP, čo môže naznačovať, že vysoké celkové obsahy v riečnych sedimentochnemusia predstavovať riziko pre ostatné zložky životného prostredia (Pažická et al., 2014).V prípade podzemných vôd sú obsahy makroprvkov, hodnoty celkovej mineralizácie aj obsahyPTP v oblasti Hornej Nitry celkovo blízke priemerným hodnotám SR, len v prípade As sú obsahyvyššie (Bystričany, Nitrica, Prievidza a Sebedražie) (Rapant et al., 2005). Najviac postihnutáoblasť po havárii Pôvodného odkaliska sa nachádza medzi obcami Zemianske Kostoľany,Čereňany a Malé Kršteňany, v ktorej miestne pestované poľnohospodárske plodiny vysokoprekračujú limitné hodnoty Potravinového kódexu SR, napr. pre Pb viac ako 10-násobne (Rapantet al., 2005).
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2. MODELOVÁ LOKALITA ZEMIANSKE KOSTOĽANY

2.1 Prírodné pomery regiónu

2.1.1 Geologická stavbaHornonitriansku kotlinu ohraničujú zo severu a západu pohoria Strážovské vrchy a Žiar, najuhovýchode vystupuje neovulkanické pohorie Vtáčnik a na východe sčasti aj Kremnické vrchy.Samotná kotlina sa rozdeľuje na Prievidzskú, Handlovskú, Rudniansku a Oslanskú kotlinu.Územie má pahorkatinný ráz, až rovinný charakter v poriečnej nive. Lemujúce pohoria majúvrchovinový charakter. Hornonitrianska kotlina predstavuje poklesovú megaštruktúru sozlomovou tektonikou. Západným okrajom prechádza zlomová línia SV-JZ smeru, ktorá sa tiahnepozdĺž jadrového pohoria Malá Magura a oddeľuje triasové vápence a dolomity od neogénnychsedimentov. Územie tvoria horniny kryštalinika, mezozoika, paleogénu, ale najmä neogénnevulkanity a molasové sedimenty neogénu a sedimenty kvartéru. Z hľadiska regionálnehogeologického členenia Západných Karpát (Vass et al., 1988) do regiónu Hornej Nitry zasahujúnasledujúce jednotky: vulkanity Vtáčnika, Hornonitrianská kotlina, bojnický paleogén,Handlovská kotlina, vulkanity Kremnických vrchov, Žiar a Strážovské vrchy. Vulkanity Vtáčnikareprezentujú relikty sarmatského vtáčnického stratovulkánu, ktorý je v nadloží rozptýlenýchvulkanitov a vulkanicko-sedimentárnych súvrství bádenu až spodného sarmatu, nadväzujúcichna výplň Hornonitrianskej kotliny. Kryštalinikum sa vyskytuje na severnom okraji územia.Pestré neogénne sedimenty tvoria výplň kotliny. Svahové sedimenty a aluviálne náplavy riekpredstavujú horniny kvartéru (Ženišová et al., 2005). Súčasný povrch kotliny je výsledkomerózno-denudačných procesov na štruktúrno-tektonických základoch koncom pliocénu azačiatkom pleistocénu. Pôvodné dno kotliny bolo rozčlenené povrchovými tokmi za vznikunízkych chrbtov a plytkých dolín, ktoré tvoria kotlinovú pahorkatinu (Šimon, 1997).Predmetné územie Zemianske Kostoľany sa nachádza v blízkosti styku dvoch orograficko-geologických celkov – masívu Magury a Hornonitrianskej kotliny. Na jej stavbe sa podieľajúnasledovné stratigraficko-litologické útvary (Tyleček et al., 1991):– kvartér – fluviálno-deluviálne uloženiny,– terciér – klastické sedimenty a íly,– stredný trias – dolomity a vápence,– spodný perm – melafýry a kremence.
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Vysvetlivky: 1. proluviálne sedimenty -
kvartér, 2. fluviálne sedimenty - kvartér,3. fluviálne sedimenty (piesky, štrky) -
kvartér, 4. antropogénne sedimenty(haldy, skládky, navážky) - kvartér, 5.deluviálne svahoviny a sutiny - kvartér, 6.proluviálne sedimenty - kvartér, 7.brekcie, zlepence, pieskovce - paleogén(terchovské vrstvy), 8. štrky, piesky,piesčité prachy, íly - neogén (lehotskésúvrstvie), 9. epiklastiká - neovulkanity,10. pieskovce, ílovito-piesčité bridlice -
trias (benkovské súvrstvie), 11. vápence -
trias (gutensteinské súvrstvie), 12.ramsauské dolomity - trias, 13. sedimenty(bridlice, pieskovce, zlepence) - perm, 14.nečlenené vulkanity (tholeitové bazaltya ich vulkanoklastiká) - perm, 15. sídla,16. odbery vzoriek, 17. železničná trať,18. vodný tok.

Obr. 3 Geologická stavba predmetného územia (podľa: www.mapserver.geology.sk)
Na obr. 3 je uvedená schematická geologická mapa širšieho okolia študovanej oblasti, pričomz hľadiska predmetnej štúdie sú najdôležitejšími geologickými jednotkami – kvartér (zahŕňajúcifluviálne sedimenty, vrátane pôd a antropogénne sedimenty) a uhoľné sloje handlovsko-nováckej panvy.
Kvartérne sedimentyKvartérne sedimenty v regióne Hornej Nitry sa zaraďujú do nečleneného kvartéru a do obdobiaspodného, stredného a vrchného pleistocénu a holocénu. Rozsah a hrúbka kvartérnychsedimentov boli ovplyvnené eróznou a akumulačnou činnosťou rieky Nitry a najmä jej prítokov.Kvartérne sedimenty sú charakteristické výrazným prevládaním proluviálnych sedimentovnáplavových kužeľov tvoriacich stupňovitý systém. Najvyššie položené časti dolín na úpätí MalejMagury, Vtáčnika a Hornonitrianskej kotliny zaberajú proluviálne kužele niekoľkých generácií.Proluviálne sedimenty spodného pleistocénu sú zastúpené náplavovými kužeľmi potokovTužina, Chvojnica, Kanianka a Poruba. Najnižšiu pozíciu v doline rieky Nitry, Handlovky a ichprítokov predstavujú zvodnené fluviálne sedimenty dnovej akumulácie. Na báze dnovejakumulácie Nitry sa nachádzajú prevažne opracované štrky, ktoré smerom k nadložiuprechádzajú do drobnejších štrkov. Obliakový materiál je dobre vytriedený, prevláda materiálz kremenca a kremeňa, hojné sú granodiority, pieskovce, andezity, občas karbonáty. Bazálne
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vrstvy prechádzajú do hrubozrnných pieskov, na ktorých občas ležia zahlinené štrky mladšíchnáplavových kužeľov (Šimon, 1997).Kvartérne sedimenty v predmetnom území Zemianske Kostoľany sú zastúpené hlavnefluviálnymi a proluviálnymi sedimentami. Fluviálne sedimenty tvoria prevažne nivné humóznehliny alebo hlinito-piesčité až štrkovito-piesčité hliny dolinných nív. Proluviálne sedimentypredstavujú hlinité až hlinito-piesčité štrky s úlomkami hornín v náplavových kužeľoch bezpokryvu (mapserver.geology.sk).
Uhoľné sloje handlovsko-nováckej panvyV Slovenskej republike patria ložiská handlovsko-nováckej panvy k najvýznamnejším zdrojomuhlia. Handlovsko-novácka panva má dve uhoľné produktívne súvrstvia – novácke a handlovské.Na obr. 4 je schematická mapa handlovsko-nováckej mapy s lokalizáciou študovaného územia.Ich detailnému geologickému vývoju sa venuje práca Čech a Petrík (1967). Novácke uhoľnéložisko predstavuje najdôležitejší zdroj kaustobiolitov v Slovenskej republike. Novácke súvrstviebolo vyčlenené ako produktívne vrstvy nováckej uhoľnej panvy na zvýraznenie rozdielovv litologickom vývoji a veku v porovnaní s handlovským súvrstvím. Spodnú časť súvrstvia tvoriapiesčito – ílovité a tufitické sedimenty s postupným prechodom do tmavosivých a sivočiernychílov až ílovcov s uhoľnými slojmi (Šimon, 1997). Hlavný uhoľný sloj sa tiahne od obce Koš až poKamenec pod Vtáčnikom. Hrúbka sloja je priemerne 8 – 10 m, ojedinele až 25 m. Produktívnesúvrstvie dosahuje hrúbku až 50 m. Sloj vystupuje najplytšie k povrchu pri východnom okrajiložiska, kde sa v minulosti aj ťažil v povrchovej bani pri Lehote pod Vtáčnikom (Šimon, 1997).V roku 1990 – 1991 bol uskutočnený mineralogický výskum nováckeho uhoľného ložiska.Z minerálov boli v uhlí identifikované ílové minerály (kaolinit, illit, montmorillonit, halloyzit,hydrosľudy), karbonáty (kalcit, siderit,manganokalcit), oxidy (kremeň,magnetit, opál, limonit), sulfidy (pyrit,arzenopyrit, realgár, auripigment),fosforečnany (apatit, fosforit), sírany(sadrovec, anhydrit, melanterit)a silikáty (biotit, chlorit, amfiboly,muskovit, granáty, plagioklasy,K-živce, pyroxény) (Vrana et al., 1991).

Obr. 4 Schematická mapa handlovsko-nováckej mapy
s lokalizáciou študovaného územia (Bolanz et al., 2012)
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Handlovské uhoľné ložisko tvorí východnú časť handlovsko-nováckej panvy a je situovanéhlavne pod centrálnou časťou pohoria Vtáčnik. Nachádzajú sa tu dva dobývacie priestory (DP) –DP Handlová (východná časť ložiska) a DP Cígeľ (západná časť ložiska). Hlbšie podložie tvoriahorniny veporika (vápence, sliene a dolomity križňanského príkrovu), ktoré sú takmer na celomložisku pokryté hronikom reprezentovaným malužinským súvrstvím melafýrových hornín.Paleogén je zastúpený ílovcami, piesčitými slieňmi a slienitými ílmi s polohami pieskovcov(Machajová et al., 2000). Handlovské súvrstvie (produktívne vrstvy) bolo vyčlenené ako ílovcovo– tufitické súvrstvie s uhoľnými slojmi v handlovskej uhoľnej panve (Šimon, 1997). Súvrstvie jerozšírené v oblasti handlovského a cígeľského uhoľného ložiska. Jeho spodná hranicas kamenským súvrstvím je neostrá, tvorená je postupným zjemňovaním tufitov, prítomnosťoutufitických a postupne uhoľných ílov. Vrchná hranica je daná povrchom vrchného uhoľného sloja(Šimon, 1997). Uhlie po uhľopetrografickej stránke patrí k hnedouhoľným humitom s nízkymobsahom popolovín (Machajová et al., 2000). Hrúbka uhoľného sloja je premenlivá (2,5 – 16 m).Kvalita uhoľného sloja vyjadrená výhrevnosťou je v SZ časti 10 až 15 MJ.kg-1 a v JV časti 13 až25 MJ.kg-1 (Machajová et al., 2000). Nadložie uhoľného sloja tvoria sivé pelitické sedimenty(„nadložné íly“), ktoré predstavujú košianske súvrstvie. Vyššie nadložie tvorí detriticko-vulkanická formácia – lehotské súvrstvie, tvorené preplavenými ílmi, tufitickými ílmi a polohamizlepencov. Vzácne sa vyskytujú tenké polohy andezitových brekcií. Nad týmto súvrstvím sanachádzajú andezity a ich pyroklastiká – vtáčnická formácia (Machajová et al., 2000).Z mineralogického hľadiska tvorí hlavnú minerálnu prímes uhoľného sloja ílový a tufogénnymateriál, pyrit, markazit, realgár, auripigment a rôzne modifikácie kremeňa a sadrovca(Machajová et al., 2000).
2.1.2 Hydrogeologická charakteristikaRegión Horná Nitra patrí do vrchovinovo nížinnej až strednohorskej oblasti. Režim odtoku jecharakterizovaný ako dažďovo – snehový až snehovo-dažďový. Najvyšší prietok dosahujú tokyv období jarných mesiacov od marca do mája. Minimálne prietoky sú hlavne v septembri.Podzemná voda v súvrství je priamo dotovaná z atmosférických zrážok, ale najmä z povrchovýchvôd rieky Handlovka, ktorá je vyššie položená ako rieka Nitra. Antropogénnou činnosťou súnajviac ovplyvnené toky Nitra, Handlovka a Nitrica.Lokalita Zemianske Kostoľany sa nachádza na rozhraní dvoch hydrogeologických rajónov.Prvým je „neogén a kvartér Hornonitrianskej kotliny“, ktorý je budovaný dvoma základnýmikomplexami: sedimenty pliocénu dosahujú hrúbku 300 m a sú zastúpené pestrými fáciamikontinentálneho vývoja (ílovce, íly a šlíry) a detriticko-vulkanická formácia s prevahou ílova štrkov. Druhý rajón predstavuje „mezozoikum a paleogén južnej časti Strážovských vrchov“.
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Kvartér je v severnej časti tvorený kamenito-hlinitou suťou a v južnej časti územia sú to piesčitéštrky, ktoré v kvartéri predstavujú kolektor podzemnej vody. Obe fácie sú prekryté piesčitýmihlinami rozdielnych hrúbok. Z hydrologického hľadiska patrí územie do povodia rieky Nitry.Z hornej a strednej časti do nej priteká mnoho menších tokov. Z východnej strany ohraničujeoblasť prítok Handlovka. Z hľadiska hydrogeologickej rajonizácie vrchný úsek rieky Nitry patrído mezozoika Lúčanskej Fatry, stredný úsek rieky Nitry a spodný úsek riek Nitry, Tužinej,Chvojnice a Handlovky patrí do neogénu a kvartéru Hornonitrianskej kotliny (s medzizrnovoupriepustnosťou). Na území sa nachádzajú zvodnené pleistocénne a holocénne sedimenty, ktoréreprezentujú dnové akumulácie štrkov, pieskov, zahlinených štrkov a hlín nív riek Nitrya Handlovky (Vaškovský, 1973 in ČMS, 2011; Tyleček et al., 1991; Atlas krajiny SR, 2002;Ženišová et al., 2005; Bodiš et al., 2006).
2.1.3 Pedologická charakteristika územiaV regióne Horná Nitra majú najväčšie zastúpenie kambizeme, luvizeme a rendziny (obr. 5). Stava kvalita humusu závisí od hydrotermického režimu pôd, ktorého nižší obsah a kvalita jevýsledkom aktuálnych erózno-akumulačných procesov. Na andezitovom podklade dominujúkambizeme (hnedé pôdy) s rôzne svetlým humusovým horizontom. V pohoriach a na svahoch savytvorili podzoly so silne kyslou reakciou a akumuláciou železa a hliníka. Hnedozeme s tenkýmhumusovým horizontom s obsahom skeletu sa vyskytujú na sprašiach alebo sprašných hlinách.V okolí Sebedražia a Koša sa vyskytuje aj čiernica, vyvinutá na proluviálnych hlinách. Na územísa vyskytujú tri skupiny chránených poľnohospodárskych pôd – fluvizemné pôdy (typickéa glejové), luvizemné pôdy a pseudogleje typické (Bodiš et al., 2006).

Legenda: fluvizeme kultizemné, sprievodné fluvizemegeljové, modálne a kultizemné ľahké,z nekarbonátových aluviálnych sedimentovkambizeme modálne a kultizemné nasýtenéaž kyslé, sprievodné rankre a kambizemepseudoglejové, zo stredne ťažkých až ľahšíchskeletnantých zvetralín nekarbonátových hornínpreudogleje modálne, kultizemné a luvizemnénasýtené až kyslé, zo sprašových hlín a svahovínrendziny a kambizeme rendzinové, sprievodnélitozeme karbonátové, lokálne rendziny sutinové,zo zvetralín pevných karbonátových hornín
Obr. 5 Schematická mapa rozšírenia pôdnych typov v predmetnej oblasti (zdroje: www.geoportal.sk,www.enviroportal.sk, www.eea.europa.eu, Šály a Šurina, 2002 upravené podľa Veselská, 2013)
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V záujmovom území Zemianske Kostoľany sa v blízkosti rieky Nitry nachádzajú hlavnefluvizeme kultizemné, ktoré sa vyvinuli z nekarbonátových aluviálnych sedimentov. Sprievodnesa môžu vyskytovať aj fluvizeme glejové, modálne a kultizemné ľahké. Východnú časť lokalitytvoria pseudogleje modálne, kultizemné a luvizemné nasýtené až kyslé, ktoré sa vytvorilizo sprašových hlín a svahovín. Do predmetného územia zasahujú aj kambizeme modálnea kultizemné nasýtené až kyslé, ktoré pochádzajú zo stredne ťažkých až ľahších skeletnatýchzvetralín nekarbonátových hornín. Sprievodne sa v oblasti môžu nachádzať rankre a kambizemepseudoglejové. Západnú časť územia tvoria rendziny a kambizeme rendzinové zo zvetralínpevných karbonátových hornín. Sprievodnými pôdami sú litozeme modálne karbonátovéa lokálne sa vyskytujú aj rendziny sutinové (Hraško et al., 1993). Po havárií odkaliska však došlok prekrytiu pôd rozplaveným popolovým materiálom. V súčasnosti sa tieto pôdy označujú akotechnozem iniciálna (Societas Pedologica Slovaca, 2014, Faragó et al., 2014).
2.1.4 Klimatické pomeryHornonitriansku kotlinu charakterizuje mierne teplé až mierne chladné podnebie. Nižšia časťkotliny patrí do teplej klimatickej oblasti, stráne pohorí do mierne teplej a najvyššie polohy dochladnej klimatickej oblasti. Priemerná ročná teplota sa pohybuje v rozpätí 7 – 8 °C. Priemernémesačné teploty v letných mesiacoch sa pohybujú od 16,9 °C do 18,0 °C a v zimných mesiacochod -3,2 °C do 4,2 °C. Ročný úhrn zrážok sa pohybuje v rozpätí 700 – 850 mm. Mesiacmis najvyšším priemerným mesačným množstvom zrážok sú mesiace jún, júl a august. V kotline saprejavuje typická koncentrická zonálnosť zrážok – v strede kotliny je úhrn zrážok najnižší(Nováky – 607 mm) a k okrajom kotliny a okolitým pohoriam vzrastá (vo vrcholových oblastiachStrážovských vrchov dosahujú 1100 – 1380 mm, vo vysočinových oblastiach Vtáčnika až 1400mm). Snehová pokrývka v Hornonitrianskej kotline trvá 45 - 70 dní, vo vrcholových častiachpohorí 110 – 125 dní. Prúdenie vzduchu v regióne Horná Nitra je značne ovplyvnené orografioua orientáciou kotliny. Dominuje prúdenie vetrov zo severného a severovýchodného smeru. Nízkahodnota priemernej ročnej rýchlosti vetra (2,3 m.s–1) poukazuje na nevhodné podmienky prerozptyl a prenos exhalátov. Energetika, menšie zdroje chemického priemyslu a lokálnekúreniská predstavujú hlavné zdroje znečistenia ovzdušia. Veľký podiel na vysokej úrovniznečistenia má nízka kvalita palivovo-energetických zdrojov (Kernátsová et al., 2005; Bodiš etal., 2006; SHMÚ, 2014).
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2.2 Tepelná elektráreň Nováky

Väčšina vyťaženého uhlia zo slovenských uhoľných baní (hlavne však z regiónu Horná Nitra) saspotrebuje na výrobu elektrickej energie v Slovenských elektrárňach, a.s.. Elektráreň Nováky(ENO) v Zemianskych Kostoľanoch, okres Prievidza, ktorá svoju prevádzku začala v roku 1953,svojím výkonom 518 MWe predstavujé približne 9 % inštalovaného výkonu Slovenskýchelektrární (www.seas.sk).
Technológia spaľovania ENOHlavné výrobné zariadenie prevádzky – ENO B (výstavba 1959 – 1976) pozostáva zo štyrochblokov po 110 MW. Elektrárenský blok predstavuje samostatnú výrobnú jednotku skladajúcu saz kotla, turbíny, generátora a ich príslušenstva. Súčasťou bloku sú odlučovače polietavéhopopola z dymových plynov, chladiaca veža, blokový transformátor, odsírovacie zariadeniea systém na redukciu oxidov dusíka. Súčasťou závodu je aj prevádzka ENO A (výstavba 1949 –1957) s elektrickým výkonom 178,8 MW. V súčasnosti sú v ENO A inštalované dva granulačnékotly 2 x 110 t/h a fluidný kotol FK1 125 t/h pary (SE, a.s., 2010, www.javys.sk).Spaľovanie uhlia v práškových granulačných kotloch a vo fluidnom kotle generuje parus vysokými parametrami. Vyrobená para je privádzaná na lopatky turbín, kde odovzdá svojupohybovú energiu a roztáča ich. Spojenie turbíny s generátorom prenáša rotáciu na generátor,v ktorom sa mechanická energia mení na elektrickú energiu a cez transformátor sa vyvádza doelektrickej siete (SE, a.s., 2010). Okrem výroby elektriny zabezpečuje tepelná elektráreň ajdodávky tepla vo forme pary pre susediace priemyselné podniky a vo forme horúcej vody,predovšetkým pre mesto Prievidza. V rámci technológie nakladania s odpadmi savyprodukovaný popol mieša s vodou a potrubím naplavuje na Pôvodné odkalisko. K ďalšímvyužívaným odkaliskám patrí Dočasné odkalisko Zemianske Kostoľany (ukladajú sa tu jemnéfrakcie metódou solidifikácie) a Definitívne odkalisko Chalmová, na ktorom sa taktiež naplavuje(Frankovská et al., 2008). Hoci v súčasnosti odkaliská predstavujú veľké skládky nevyužiteľnéhoa nebezpečného materiálu, v budúcnosti môžu byť surovinovými základňami veľkého významu.
Pôvodné odkalisko ENO (vodohospodárska kategória: II., Zemianske Kostoľany)Odkalisko hnedouhoľných popolov (tab. 1) je v prevádzke od polovice 50.-tych rokov 20. stor.V rokoch 1970 – 1980 prebehla rekonštrukcia a od r. 1982 obnovenie plavenia popola. PodľaSTN 753310 ide o odkalisko s obehovým systémom dopravnej vody, čiastočne pretekanépovrchovými vodami, údolného typu, so základnou hrádzou sypanou z miestnych zemín,nadvyšovanie popolovými hrádzami (metódou plavenia „proti vode“), uloženie popolovéhosedimentu je trvalé (ČMS, 2011). Údolie tvoria bridlice, pieskovce a kremence s melafýrmi a v JZaž SZ okraji sa oblúkovito tiahne pás dolomitov a vápencov. Vrstvy ílov, drte a úlomkov
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melafýrov (mocnosť 1 – 12 m) sa striedajú s polohami jemnozrnného až prachovitého piesku.V údolí dominujú fluviálne a deluviálne sedimenty. Aluviálne náplavy rieky Nitry tvoria štrkypiesčité až hlinité do 5 m, ktoré sú prekryté náplavovými hlinami. Deluviálne sedimenty majúcharakter hlinitokamenitej sute (ČMS, 2011).
Definitívne odkalisko ENO (vodohospodárska kategória: II., Bystričany – Chalmová)Odkalisko hnedouhoľných popolov (tab. 1), ktoré norma STN 753310 definuje ako odkaliskos obehovým využívaním dopravnej vody, čiastočne pretekané povrchovými vodami, údolné,morfologicky výhodné, so základnou hrádzou v zúženom profile (päta hrádze cca 240 m n. m.,výška 20 m) z miestnych zemín, nadvyšovacie hrádze popolové, s trvalým uložením popolovéhosedimentu (ČMS, 2011). Podložie je tvorené dobre priepustnými karbonátmi pokrytýminesúvislými polohami hlín. Prítomné je pásmo veľmi porušených dolomitov a vápencovs puklinami vyplnenými dolomitickými „múčkami“, ktorými je odvádzané značné množstvopodzemných vôd. Podložie na dne údolia je prekryté vrstvou eluviálnych sedimentov tvorenýchzahlinenými suťami alebo hlinami. Na svahoch sú prítomné hlinito-kamenité sute (ČMS, 2011).
Tab. 1 Vybrané vlastnosti odkalísk ENO Nováky (ČMS, 2011)
Názov Zrnitostné zloženie Objemová hmotnosť (kg.m-3) Vlhkosť (%)ρd ρn
Pôvodné odkalisko S-F, SC 507 - 926 796 - 1165 20,5 - 58,5
Charakteristika Deponovanie jemnozrnných a kyprých popolov v okrajový častiachnadvyšovacích kaziet s nízkymi hodnotami mechanických parametrov,s malou objem. hmotnosťou = nežiadúce vlastnosti z hľadiska stability.
Definitívne odkalisko S-F, SC, CS 455 - 931 898 - 1195 22 - 58
Charakteristika

Deponovanie jemnozrnných a kyprých popolov, ktoré v čase od ichzabudovania nepatrne zlepšujú svoje mechanické vlastnosti resp. si ichudržujú. Horniny v podloží majú rozdielny charakter. Pod okrajovým svahomúložiska smerom do údolia rieky Nitra sú sedimenty s vysokým podielomjemnozrnných frakcií (ílu), pri väčšom nasýtení popola vodou mohlo viesťk nestabilite okrajového násypu odkaliska.
Dočasné odkalisko ENO (vodohospodárska kategória: I., Zemianske Kostoľany)Odkalisko hnedouhoľných popolov a stabilizátu, ktoré norma STN 753310 definuje ako:Odkalisko s obehovým využívaním dopravnej vody, čiastočne pretekané povrchovými vodami,rovinné svahové so základnou hrádzou budovanou čiastočne z hlín a čiastočne zo škvárya popola, nadvyšovacie hrádze popolové, trvalé uloženie sedimentu (~30 až 34 m nadpôvodným povrchom terénu, ~218 až 226 m n.m., v súčasnosti sa ukladá inertný geomateriál(stabilizát) na skládky č. 1 a č. 2. (ČMS, 2011).
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3. GEOCHEMICKÁ CHARAKTERISTIKA UHLIA
A ELEKTRÁRENSKÝCH POPOLOV

3.1 Chemické a minerálne zloženie uhlia

Uhlie je horľavá hornina, ktorá vznikla ako výsledok komplexu anaeróbnych biochemickýchreakcií za pôsobenia teploty, tlaku a času v podzemných vrstvách rastlinného odpadu (Jandačkaa Mikulík, 2008). Jednotlivé druhy uhlia sa od seba odlišujú výhrevnosťou, obsahom sírya ďalších nečistôt, mechanickou pevnosťou, obsahom vlhkosti, fyzikálnymi a chemickýmivlastnosťami. Okrem uhlíka, obsahuje uhlie vodík, kyslík, dusík a rôzny obsah síry. Nízkokvalitné uhlie má nízky obsah uhlíka, ale vysoký obsah vodíka a kyslíka (www.coal.ca).Na základe stupňa transformácie pôvodného rastlinného materiálu a uhlíka, je uhlieklasifikované do 4 hlavných kategórií: lignit, hnedé uhlie, čierne uhlie, antracit. Najstaršie čierneuhlie a antracit vznikli iba pôsobením silného tektonického tlaku a vysokej teploty. Antracitpredstavuje uhlie s najvyšším obsahom uhlíka (94 %) a najmenším podielom prchavých látok(Jandačka a Mikulík, 2008). Čierne uhlie sa používa predovšetkým na výrobu elektriny a koksupre oceliarsky priemysel a obsah uhlíka sa pohybuje od 75 do 95 % (Jandačka a Mikulík, 2008).Obsah uhlíka v hnedom uhlí je v rozmedzí 60 – 75 % (Jandačka a Mikulík, 2008). Hoci má nižšiuvýhrevnosť, má aj nižší obsah síry v porovnaní s ostatnými druhmi uhlia (www.ket.org) a narozdiel od čierneho uhlia je ľahšie a obsahuje viac vlhkosti (www.coal.ca). Minerálne zloženieanorganickej hmoty hnedého uhlia (Pernik, Bobov Dol) a čierneho uhlia (Balkan) skúmaliVassileva a Vassilev (2006). Uhlie postupne ohrievali od 100 °C k 1400 – 1600 °C cez 100 °Cintervaly. Skúmali pôvodné minerály ako aj novovytvorené anorganické fázy v produktochspaľovania. Popísaných bolo 33 minerálov a fáz, a aj ich správanie. Niektoré minerályidentifikované v uhlí uvádza tab. 2.Lignit je geologicky mladé uhlie, s najnižším obsahom uhlíka (40 – 60 %) (Jandačka a Mikulík,2008) a patrí k najmenej kvalitným a najmladším z druhov uhlia. Používa sa predovšetkým navýrobu elektrickej energie (www.ket.org).
3.1.1 Zastúpenie a distribúcia arzénu v uhlíNa svoju prevádzku ENO Nováky používajú ako palivo hnedé uhlie a lignit z hornonitrianskychbaní, ktoré majú obsah síry 1,35 až 1,99 % a obsah arzénu 6,2 až 590 mg.kg-1 (Nováky) (Špaldona Turčániová, 1998). Detailnejšej geochemicko-ekologickej charakteristike nováckeho uhlia savenoval Vrana et al. (1991).
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Arzén je v nováckom uhlí viazaný najmä na realgár (AsS) a auripigment (As2S3), ktoré savyskytujú ako červené, oranžové a žlté povlaky na puklinách a vrstevných plochách, resp.impregnujú preplástky a uhoľnú hmotu (Verbich, 1998). Čiastočne je As viazaný aj naarzenopyrit (FeAsS), ktorý sa tu vyskytuje zriedkavo (Mecháček a Petrík, 1967).
Tab. 2 Prehľad niektorých minerálov identifikovaných v rôznych typoch uhlia

Zdroj Vassilevet al.,2005a Querolet al.,1995 Vassilevaa Vassilev,2006 Vassilevet al.,2003 Mukhopa-dhyay et al.,1996
Minerály Vzorec HU HU HU, ČU ČU, SA, A ČU
Sulfidypyrit FeS2 x x x x xmarkazit FeS2 x x xsfalerit ZnS x
Síranyszomolnokit FeSO4.H2O xrozenit FeSO4.4H2O xmelanterit FeSO4.7H2O xjarozit (Na,K)Fe3(SO4)2(OH)6 x x xsadrovec CaSO4.2H2O x x x x xanhydrit CaSO4 x
Karbonátykalcit CaCO3 x x x xdolomit CaMg(CO3)2 x x x xankerit Ca(Mg,Fe)(CO3)2 x x x xsiderit FeCO3 x x x x
Silikátykremeň SiO2 x x x x xopál SiO2.nH2O xkaolinit Al2Si2O5(OH)4 x x x x xillit (KH2O)Al2(AlSi)Si3O10(OH)2 x x x x xmuskovit KAl2AlSi3O10(OH)2 x x xmontmorillonit (Na,Ca)0,3(AlMgFe)2Si4O10(OH)2.xH2O x x xmikroklín KAlSi3O8, xchlorit (MgFe)5Al2Si3O10(OH)8 x x xplagioklas NaAlSi3O8-CaAl2Si2O8 x x xK-živce KAlSi3O8 x x x x x
Oxidy a
hydroxidyhematit Fe2O3 x xgoethit α-FeOOH x
Inévulkanické sklo xCa-Mg-Na-K fázy xanorganickáamorfná hmota x*HU – hnedé uhlie, ČU – čierne uhlie, SA – semi-antracit, A – antracit

Akumulácia arzénu v uhlí je kontrolovaná mnohými geologickými faktormi počas procesuformovania uhlia, zahŕňajúc rozklad rastlín, sedimentačné prostredie a epigenetickúhydrotermálnu aktivitu. Distribúcia arzénu v uhlí je ovplyvnená obsahom popola a síry, menej
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petrografiou uhlia a pozíciou vzorky v uhoľnom sloji (Yudovich a Ketris, 2005). V uhlí savyskytujú tri dominantné formy arzénu: pyritická, organická a arzeničnanová. Okrem uvedenýchforiem výskytu môže arzén vystupovať naviazaný aj na ílové minerály (Pandey et al., 2011).Formy Aspyr, Asorg a malé zrná ďalších minerálov arzénu majú tendenciu sa počas spaľovaniavyparovať, kým Asíly inklinujú viac k popolu z dna (bottom ash) (Kizilstein et al., 1989 inYudovich a Ketris, 2005). Ak Aspyr dominuje, je pozorovaná akumulácia arzénu v ťažkej frakcii(alebo vo vysoko popolnatom uhlí). Ak dominuje Asorg, arzén je obohatený vo frakcii so strednouhustotou (alebo v nízko a stredne popolnatom uhlí) (Yudovich a Ketris, 2005).Priemerné koncentrácie arzénu vo svete (klark As v uhlí) pre čierne uhlie je 9,0 ± 0,8 mg.kg-1a pre lignit 7,4 ± 1,4 mg.kg-1. V prípade popolov sú obsahy As vyššie: popol z čierneho uhliaobsahuje 50 ± 5 mg.kg-1 arzénu, popol z lignitu 49 ± 8 mg.kg-1 arzénu. Obsah arzénu sa sozvyšujúcou kvalitou uhlia znižuje (Yudovich a Ketris, 2005). V práci Wang et al. (2006) sa obsaharzénu v uhlí znižoval v rade hnedé uhlie > antracit > čierne uhlie.Arzén v prírode tvorí viac ako 200 minerálov a jeho najčastejšie sa vyskytujúcim minerálom jearzenopyrit (Gomez-Caminero et al., 2001; Mandal a Suzuki, 2002). Arzén sa nachádzav mineráloch ako realgár (AsS), auripigment (As2S3), ale taktiež sa vyskytuje v asociácii sosulfidmi Cu, Pb a Zn a s minerálmi ako je chalkopyrit a sfalerit (Mandal a Suzuki, 2002; Baura Onishi, 1969 in Smedley a Kinniburgh, 2002). V čiernom uhlí je sulfidická forma arzénudominantná a vedľajšou formou je arzén v iónovo-vymeniteľnej forme. V hnedom uhlí je arzénjednotne distribuovaný skôr medzi karbonáty, sulfidy a organickú hmotu (Yudovich a Ketris,2005). Zhang et al. (2002) identifikovali vysoké obsahy arzénu v kalcite a v pyrite. Výskyta obsah arzénu v rôznych typoch uhlia v niektorých štátoch uvádza tab. 3.Práca Belkin et al. (1997 in Yudovich a Ketris, 2005) poukazuje na ešte väčšiu rozmanitosťforiem arzénu s ďalšími detekovanými fázami viažúcimi arzén:- As-viažúci pyrit vo forme framboidov, idiomorfných kryštálov a zŕn nepravidelnýchtvarov. Zmena obsahu arzénu v pyrite je najväčšia blízko arzenopyritových zŕn.- Arzenopyrit s veľkosťou zŕn 0,15 – 0,25 mm, obsahuje prímes Se (0,15 – 0,20 hm. %).- As-viažúce fosforečnany, s pomerom P/As okolo 4.- As-viažúci jarozit (obsahujúci niekoľko % As).- Skorodit, fáza Fe - As s pomerom Fe/As okolo 1.- As-viažúce oxidy Fe, pravdepodobne hematit.
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Tab. 3 Výskyt a obsah arzénu (mg.kg-1) v uhlí a v popole(BA (bottom ash) – popol z dna kotlov, FA (fly ash) – polietavý popol).
Štát, oblasť,
mesto, ložisko

Typ uhlia Počet
vzoriek

Obsah As (mg.kg-1), výskyt Zdroj

Čína,juhozápadnýGuizhou Antracit ačierne uhlie 144 väčšina vzoriek obsahovalamenej ako 30 mg.kg-1 As,37 vzoriek viac ako 30 mg.kg-1As, 16 vzoriek viac ako 100mg.kg-1As, niekoľko vzoriekviac ako 1000 mg.kg-1As
Zhao et al.(2008)

Česká republika,Poříčí Čierne uhlie uhlie: 7,1 mg.kg-1AsBA: 9,4 mg.kg-1AsFA: 29 mg.kg-1As Bartoňová et al.(2007)Česká republika,Tisová Lignit uhlie: 14 mg.kg-1AsBA: 24 mg.kg-1AsFA: 28 mg.kg-1AsUSA, Ohio Čierne uhlie(vysoký obsahsíry: 3,9 %) BA: 4,5 - 4,8 mg.kg-1AsFA: 51,2 - 58,2 mg.kg-1As Jones et al.(2012)USANové Mexico Uhlie s nízkymobsahom síry:0,76 % BA: 3,0 - 3,5 mg.kg-1AsFA: 11,0 - 11,4 mg.kg-1AsČína(28 miesta provincií) Čierne uhlie,antracit, lignit 4763 od 1,75 do 25,38 mg.kg-1As(priemerné hodnoty),As hlavne v pyritea sulfidických mineráloch, aleaj v organickej hmote
Kang et al.(2011)

Čína(26 provincií) Hnedé uhlie,čierne uhlie,antracit 297 0,24 - 71 mg.kg-1As,priemer: 6,4 ± 0,5 mg.kg1As,geometrický priemer: 4,0 ± 8,5mg.kg-1As Wang et al.(2006)USA, Danville Čierne uhlie 33 0,5 - 43 mg.kg-1As,priemer: 12,7 mg.kg-1,As v pyrite Mastalerza Drobniak(2007)USA, Springfield, Čierne uhlie 64 1 - 50 mg.kg-1As,priemer: 9,4 mg.kg-1As,As v pyriteTurecko, Gediz Čierne uhlie(vysoký obsahsíry: 4,5 - 11,5 %) 45 170 - 3854 mg.kg-1As,priemer: 833 mg.kg-1As,As asociácia s epigenetickýmantimonitom (v prizmatickýchkryštáloch, menej vradiálnych) a asociácia sosulfidmi Fe (pyrit, markazit)
Karayigit et al.(2000)

ČínaYunnan, Yima,Datong 3 Yunnan: 350,2 mg.kg-1As,As v pyrite,Yima : 40,3 mg.kg-1As,Datong: 7,9 mg.kg-1As Guo et al.(2004)Záp. Venezuela(14 baní) Čierne uhlie(obsah S 1 - 6 %) 16 uhlie: < 0,004 - 71,3 mg.kg1,As asociuje so sulfidmi Hackley et al.(2005)
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USA,Elkhorn/Hazard Čierne uhlie 1 As: 4,75 mg.kg-1As,As v pyrite
Kolker et al.(2000)

USAPittsburgh Čierne uhlie 1 5,12 mg.kg-1As,As v pyriteUSAIllinois no.6 Čierne uhlie 1 3,09 mg.kg-1As,As v pyriteUSAWyodak Hnedé uhlie 1 1,58 mg.kg-1As,As v organickej hmote akoAs3+ alebo arzeničnanyBulharsko(14 uhoľnýchložísk) Lignit, čiernea hnedé uhlie 400 priemer : 2 - 58 mg.kg-1As,max. 4011 mg.kg-1As,priemer: lignit: 11 mg.kg1As,hnedé uhlie: 19 mg.kg-1As,čierne uhlie: 37 mg.kg-1As,As hlavne v pyrite, predpokladaj v organike, v uhoľnompopole: 8 - 575 mg.kg-1As
Eskenazy(1995)

Západná Kanada BA: 1,6 mg.kg-1As,FA: 17,5 mg.kg-1As,As ako arzenitan, arzeničnan Goodarzia Huggins(2001)USAIllinois no.6 2,7 mg.kg-1As,As v pyrite
Seamesa Wendt (2000)

USAPittsburgh Zmes 4,1 mg.kg-1As,As v pyriteUSAOhio Sloj 19 mg.kg-1As,As v pyriteUSAWyodak Hnedé uhlie 1,4 mg.kg-1As,As v pyrite, v organickejhmoteUSASeverná Dakota Lignit 8,1 mg.kg-1As,As v pyriteIndia(5 elektrární) uhlie: 1,14 - 2,2 mg.kg1As,FA: 0,19 - 0,35 mg.kg-1As,BA: 0,1 - 0,29 mg.kg-1As Bhangare et al.(2011)Kanada, Alberta Nízko kvalitnéčierne uhlie 53 uhlie: 0,4 - 140 mg.kg-1As,obsah síry < 0,6 hm.% Gentzisa Goodarzi,1997Severný Irán,Alborz Čierne uhlie 4 uhlie: 1,3 - 5,9 mg.kg-1As,obsah síry: 0,35 - 0,7 hm.%,S viazaná v organickej forme Goodarzi et al.(2006)Západná Kanada Hnedé uhlie uhlie: 1.štúdia: 2,55 mg.kg-1As,2.štúdia : 1,60 mg.kg-1As,BA: 1.štúdia: 2,07 mg.kg1As,2.štúdia: 1,60 mg.kg-1As,FA: 1.štúdia: 29,23 mg.kg1As,2.štúdia: 18 mg.kg-1As,As v pyrite
Goodarzi(2006)

Kanada,Elk Valley(BritskáKolumbia)
Čierne uhlie 96 uhlie: 0,1 - 8,8 mg.kg-1As Goodarzi et al.(2009)
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ČínaS, SV a V Číny Uhoľné bane 33 uhlie: od 55,71 ± 2,32 mg.kg-1 -156,72 ± 7,55 mg.kg-1As He et al. (2002)USA, Clay County,Kentucky(5 baní) Čierne uhlie(nízky obsah síry,S hlavne v pyrite) 22 uhlie: 5,6 - 292 mg.kg-1As Sakulpitakphonet al. (2004)Južná Čína,Heshan Coalfield Čierne uhlie(vysoký obsahsíry: 5,3 - 11,6 %,viazaná v OH)
29 uhlie: 2,1 - 70,1 mg.kg-1As,As viazaný na sulfidy Fe Shao et al.(2003)Portugalsko, RioMaior Lignit 4 uhlie: 17,3 - 62,7 mg.kg-1As Suárez-Ruizet al. (2006)Španielsko,Peñarroya Čierne uhlie 4 uhlie: 2,9 - 11,8 mg.kg-1AsČína, Huainan,provincia Anhui Antracit 4 13,3 - 26,0 mg.kg-1As Tang et al.(2012)Čierne uhlie 4 uhlie: 1,07 - 1,69 mg.kg-1AsBA: 1,7 - 2,7 mg.kg-1AsFA: 3,14 - 7 mg.kg-1AsJužná Afrika,Waterberg Čierne uhlie 4 uhlie: 1,57 - 15 mg.kg-1As,As v pyrite Wagner aTlotleng (2012)USA, BlackWarrior Basin,Alabama Čierne uhlie uhlie: 55 mg.kg-1As,FA: 230 mg.kg-1As,As v pyrite Zielinski et al.(2007)

3.2 Vplyv teploty na premenu minerálnych fáz počas spaľovania uhlia

V uhlí a v nízkoteplotnom popole je exotermický účinok medzi teplotou 55 až 110 °C pripisovanýstrate adsorbovanej vody, kým endotermická reakcia okolo teploty 130 – 180 °C zodpovedádehydratácii sadrovca. Oxidácia organickej hmoty prebieha v intervale 180 – 670 °C pre uhliea 340 – 530 °C pre nízkoteplotný popol. Táto reakcia je sprevádzaná rozkladom pyritu a sideritua dehydroxyláciou a deštrukciou niektorých ílových minerálov. Endotermická reakcia medzi680 a 915 °C zodpovedá rozkladu vápenca a dolomitu. Účinky pri teplote 850 – 1000 °C súspojené s pokračujúcou deštrukciou ílových minerálov a vzniku hlavne mullitu, spinelu, korundua amorfných fáz. Teploty 965 – 1000 °C sú pravdepodobne taktiež prisudzované reakciámtuhého skupenstva (hlavne medzi CaO a silikátmi). S teplotou nad 1000 °C súvisí kryštalizáciaamorfného SiO2 na kristobalit, vznik korundu, mullitu, spinelov, Ca-silikátov, pyroxénova olivínov, rozklad anhydritu, niektoré reakcie medzi fázami, tavenie a rozpúšťanie rôznych fáz.Rozklad síranov Fe (470 – 810 °C), dehydroxylácia hydroxidov Fe (200 – 400 °C),Al (300 – 600 °C) a Ca - Mg (350 – 620 °C) rovnako ako deštrukcia ílových minerálov, rozkladuhličitanov a ďalšie reakcie podobné pre uhlie a nízkoteplotné popoly nad 800 °C, súcharakteristické aj pre vzorky vysokoteplotných popolov (Vassilev et al., 1995).
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3.2.1 Termodynamika arzénu počas spaľovania uhliaPočas spaľovania sa veľké množstvo arzénu uvoľňuje z uhlia a dochádza k jeho rozdeleniu medziplynnú fázu a tuhý zvyšok v rôznych pomeroch, v závislosti na faktoroch ako je počiatočnákoncentrácia v pôvodnom uhlí, konštrukcia a prevádzkové podmienky spaľovania a kontrolnézariadenie. Arzén je koncentrovaný dominantne v časticiach, ale rovnako sa môže nachádzať ajv plyne. Koncentrácia rôznych foriem arzénu v plyne závisí hlavne od teploty a od chemickejinterakcie s polietavým popolom (Wouterlood a Bowling, 1979). Elementárny arzén a oxidyarzénu (As2O3) sú považované za najpravdepodobnejšie formy výskytu As v spalinových plynochpočas spaľovania, pričom arzén je viac prchavý vo forme As2O3 ako elementárny As (Dismukes,1994; Winter et al., 1994).
Termodynamické zhodnoteniePodľa práce Eary et al. (1990), koncentrácie arzénu v produktoch spaľovania uhlia sa značnelíšia v rozsahu od 2 do 240 mg.kg-1 v polietavom popole a od 0,02 do 168 mg.kg-1 v popole z dnakotlov, v závislosti od kvality uhlia, hodnoty pH popolov a podmienok vznietenia. Podľatermodynamických výpočtov (Furimsky, 2000) sú pomer arzénu v plyne k tuhej fáze, ako ajformy výskytu arzénu, ovplyvnené dvoma hlavnými činiteľmi: poklesom teploty sovzdialenosťou toku plynu a pomerom vzduch/uhlie počas spaľovania. Pri štandardnom pomerevzduch/uhlie α = 1,1:1 (10 % prebytok vzduchu), pri teplote 1227 °C začína podstatná časťkondenzácie arzénu a pri teplote 927 °C sa vyskytuje kompletná kondenzácia. Pri znížení α =0,9:1 (redukujúce prostredie) pri teplote 1226,85 °C je množstvo arzénu v plyne zvýšenédvojnásobne. Pri teplote 1527 °C sa zistilo, že v plyne dominuje arzén vo forme AsN a prítomnésú aj ďalšie formy vystupovania arzénu (*poznámka) v zostupnom poradí: As0, As2 a As2O4. Prirovnakej teplote v tuhej fáze, môže existovať As2O3 a v zostupnom poradí sa arzén vyskytujeako: As0 a Ca3(AsO4)2. S poklesom teploty na 927 °C v plyne, je stabilný len As2O3. Pri teplote627 °C sa môže vyskytovať taktiež AsCl3, pričom v pevnej fáze dominuje As2O5 a je jedinouformou vystupovania arzénu pri teplote 327 °C. So znížením teploty spalín je kondenzáciaarzénu ukončená oxidáciou arzénu na časticiach polietavého popola.Podľa Beľkova et al. (2000), hlavný faktor, ktorý ovplyvňuje prechod arzénu do plynnej fázy jeteplota. Len počas nízkoteplotného vznietenia, arzén vytvára pevné fázy – oxidy a elementárnyAs0. Pri teplote nad 600 °C, väčšina arzénu prechádza do plynnej fázy vo formách As2, As3 a AsS.
*Poznámka: As(g), As2(g), As3(g), As4(g) v podobe elektroneutrálnych molekúl (Zhao et al., 2004),predstavujú formy vystupovania arzénu v plynnej fáze (Chakraborti a Lynch, 1983;Wypartowicz, 1995; Zhong a Lynch, 2001; Potolokov et al., 2003; Leitner a Mikulec, 1991).Tetraédrické molekuly As4(g) (Plesch a Tatiersky, 2004) sú hlavnou formou arzénu v plynnej fáze(až 94 %) do teploty ~1127 °C (Gokcen, 1989).



Peťková & Jurkovič & Vojtková 2016

23

Výpočet termodynamickej rovnováhy (Bool a Helble, 1995) ukazuje, že arzén vo forme sulfidovby sa mohol vypariť, pravdepodobne ako As0, a v rozmedzí teplôt 1226,85 – 1726,85 °C akoAs2O3. Kondenzované formy vystupovania arzénu v polietavom popole môžu byť teoretickykontrolované chemickým zložením popola: v kyslom popole (vysoký obsah Si) hlavne akoFe3(AsO4)2, v alkalickom popole (vysoký obsah Ca) ako Ca3(AsO4)2. V skutočnosti sa arzeničnanyFe nevyskytujú, pretože železo prechádza do silikátových skiel. Vzhľadom k tejto skutočnosti,arzén je kondenzovaný na silikátových povrchoch guličiek ako As2O3. Ide o proces fyzikálnejsorpcie.Pri nízkych teplotách (< 677 °C), za oxidačných podmienok, sú dominantné tuhé arzeničnany:TlAsO4 (< 277 °C), AlAsO4 (277 – 287 °C, 477 – 577 °C), LaAsO4 (377 – 477 °C), Mg3As2O8 (577 –677 °C). Jedinou stabilnou formou vystupovania arzénu pri teplote > 677 °C je plynný AsO(Yudovich a Ketris, 2005).Za redukčných podmienok pri teplotách < 527 °C, je jedinou formou vystupovania arzénuTlAsO4. V rozsahu teplôt 627 – 727 °C, je dominantnou formou arzénu pevný Ni5As2 a pri teplotenad 827 °C plynný AsO (Yudovich a Ketris, 2005).Počas vyparovania sú dve možnosti odstraňovania plynného arzénu: heterogénna kondenzáciaa povrchová adsorpcia na popolových časticiach. Popol obsahuje dva typy častíc:submikrometrové častice (časť popola, ktorá je odparovaná počas vysokoteplotného spaľovaniauhlia a neskôr kondenzuje v chladnejších častiach) a supermikrometrové častice, ktoré vznikajúzo zhlukovania zvyškového popola. Hoci veľká časť popola je zložená z väčších častíc,submikrometrové častice sú dôležité kvôli ich veľkým merným povrchom (Senior et al., 2006).
3.3 Chemické zloženie a pôvod minerálnych fáz polietavého popola

Polietavý popol vykazuje jedinečné, polykomponentné, heterogénne zloženie, morfológiua relatívny podiel fáz, na ktoré vplýva veľa faktorov. Tieto premenné zahŕňajú zdroj a minerálnezloženie zdrojového uhlia, podmienky spaľovania, metódu zberu vedľajších produktov,skladovacie a manipulačné metódy a implementácie techník na zmierňovanieenvironmentálneho nebezpečenstva. Uhlie je v podstate heterogénna surovina, podobne ako ajjeho vedľajší produkt spaľovania – popol. Zvyšky spaľovania uhlia sú komplexnou zmesouamorfných, kryštalických anorganických zložiek a v menšom obsahu organických zložiek,obsahujúcich množstvo tuhých, kvapalných a plynných fáz (Vassilev a Vassileva, 1996;Koukouzas et al., 2009).Pri ohreve uhlia v peci pri prevádzkovej teplote 1400 až 1600 °C ílové minerály strácajú vodua tavia sa, uhličitany sa rozkladajú za uvoľňovania CO2 a tvorby CaO a MgO, sulfidy sa oxidujú za
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vzniku oxidov kovov, chloridy vyprchávajú a vzniká kyselina chlorovodíková a sírany, privyšších teplotách sa kremeň chemicky nemení (Hemmings a Berry, 1987). Teploty taveniaílových minerálov v uhlí sú dané predovšetkým ich chemickým zložením, zvlásť množstvom sklaurčeného prítomnými prvkami (alebo tavidla) (Pietersen, 1993 in Chancey et al., 2010).Minerály, ktoré sú prítomné v uhlí, s väčšou koncentráciou tavidiel budú vytvárať väčšiemnožstvo skla počas chladenia ako uhoľné minerály s nižšou koncentráciou tavivých prvkov(Mindess et al., 2003 in Chancey et al., 2010).Polietavý popol pozostáva z jemných, sklu podobných častíc, ktorých veľkosť sa pohybuje od0,01 do 100 µm (Davison et al., 1974), sú hlavne guľovitého tvaru a väčšinou amorfné.Schématické znázornenie procesov, ktoré sa uplatňujú pri vzniku častíc polietavého popolapočas spaľovania (modifikovaný podľa Seames, 2003) znázorňuje obr. 6.

Obr. 6 Schématický diagram vzniku polietavého popola počas spaľovania uhlia (modifikované podľaSeames, 2003)
Rýchle ochladenie vedie k vytváraniu guľovitých, amorfných (nekryštalických) častíc (obr. 7).Rozpínavosť plynov môže spôsobiť, že častice expandujú a vytvárajú duté cenosféry (dutéčastice). Minerály s vysokými teplotami tavenia môžu zostávať relatívne nezmenené. Na zloženiea morfológiu častíc má ohrievanie a chladenie významný vplyv (Kutchko a Kim, 2006).
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Obr. 7 Premena častíc počas spaľovania uhlia (Kutchko a Kim, 2006)
Anorganická časť polietavého popola pozostáva hlavne z nekryštalických (amorfných)komponentov a menšieho množstva kryštalických zložiek zastúpených rôznymi hlavnými,vedľajšími a akcesorickými minerálnymi fázami. Organická časť obsahuje nespálené zložky uhlia(Vassilev a Vassileva, 1996). Z chemického hľadiska sú popoly tvorené hlavne Fe, Ca, Mg, Mn, K,Ti, P, O, Si a Al (Mishra a Das, 2010; Medina et al., 2010). Prítomné sú taktiež stopové prvky,ktoré sú koncentrované v najmenších časticiach popola (Adriano et al., 1980). Z oxidov majúnajväčšie zastúpenie SiO2, Al2O3, Fe2O3 a CaO, menšie množstvo MgO, MnO, P2O5, SO3, Na2O, K2O,Cl2O, P2O5 a TiO2 (Vassilev et al., 2003; Kostakis, 2009; Koukouzas et al., 2009; Mishra a Das,2010; Medina at al., 2010).Zložky polietavého popola majú prírodný alebo technogénny pôvod a delia sa na pôvodné(primárne) alebo novovzniknuté (sekundárne alebo terciárne) minerály a fázy (Vassileva Vassileva, 1996; Vassilev a Vassileva, 2007; Koukouzas et al., 2009):1) primárne minerály – pôvodné minerály alebo fázy v uhlí, ktoré nepodliehajú fázovejpremene počas spaľovania uhlia, napr. stabilné silikáty, oxidy, sírany, fosforečnany, uhličitanya iné s pomerne vysokými teplotami rozkladu a tavenia,2) sekundárne minerály – sú definované ako fázy, ktoré vznikajú počas spaľovania uhliaa chemickými reakciami popolového materiálu s vodnými roztokmi, ktoré prichádzajú dokontaktu s popolovým materiálom: rôzne silikáty, oxidy, sírany, uhličitany, sulfidy, sklá,nespálené zvyšky,3) terciárne minerály – nové minerály alebo fázy tvorené počas transportu polietavého popolaa uloženia: portlandit, brucit, sadrovec, sírany Fe, kalcit, dolomit, hydroxidy Fe a Al a amorfnýmateriál.
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Polietavý popol je tvorený tromi základnými komponentmi (Vassilev a Vassileva, 2007):1) anorganické zložky – zahŕňajú nekryštalický (amorfný) materiál, a to rôzne sklovité časticea kryštalický (minerálny) materiál ako sú kryštály, zrná a agregáty rôznych minerálov,2) organická zložka – pozostáva z uhoľných častíc (mierne zmenené), organické minerály,3) fluidné (kvapalné) zložky – zložené z kvapaliny (vlhkosť), plynu a plyn-kvapalinovýchinklúzií v súvislosti s anorganickou a organickou hmotou.
3.3.1 Rozdelenie polietavých popolov do tried F a CAmerická spoločnosť pre testovanie a materiály (ASTM C618-92a, 1994 in Moreno et al., 2005)definuje dve triedy polietavých popolov založené na chemických a fyzikálnych charakteristikách.Celosvetovo sú polietavé popoly zo spaľovania uhlia v práškových kotloch kvôli ichpriemyselným aplikáciám (produkcia betónu a cementu) klasifikované do tried F a C. Priemernézloženie popolov v triedach F (45 analýz) (Scheetz et al., 1997) a C (97 vzoriek) (Scheetz, 2004)sumarizuje tab. 4.
Trieda FPolietavé popoly v triede F sú väčšinou produkované zo spaľovania vysokokvalitného čiernehouhlia a antracitov (Manz, 1998). Trieda F je charakterizovaná súčtom oxidov SiO2 + Al2O3 + Fe2O3> 70 % (ASTM C 618-94a in Koukouzas et al., 2007) a zvyčajne obsahuje menej ako 5 % CaO(Koukouzas et al., 2007), SO3 < 5%, obsah vlhkosti < 3 % a stratu žíhaním (loss on ignition)LOI < 6 % (ASTM C618-92a, 1994 in Moreno et al., 2005). Najčastejšie sa vyskytujúcou fázouv triede F je sklo ako výsledok tavenia ílov a obsahuje približuje 35 – 40 hm. % hliníka. Tentoamorfný materiál je puzolán, ktorý môže byť využívaný v chemických reakciách s rôznymialkalickými chemikáliami (Scheetz, 2004).
Trieda CPolietavé popoly triedy C majú vyšší obsah MgO a SO3 a nižší obsah SiO2 a Al2O3 ako čierne uhliea zvyčajne sú produkované zo spaľovania nízko kvalitných lignitov a hnedého uhlia. Súčet SiO2 +Al2O3 + Fe2O3 je v rozsahu 50 – 70 %. Zvýšený obsah CaO v triede C je pripisovaný prítomnostiCaO, kryštalického 3CaO·Al2O3 alebo belitu (Chancey et al., 2010). Polietavý popol s obsahomCaO viac ako 15 % je vhodný ako materiál používaný pri výrobe portlandského cementu (Manz,1998).
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Tab. 4 Chemické zloženie polietavých popolov v triedach F a C (Scheetz et al., 1997; Scheetz, 2004)
Trieda F (hm.%/STDV) Trieda C (hm.%/STDV)

SiO2 52,5 ± 9,6 36,9 ± 4,7
Al2O3 22,8 ± 5,4 17,6 ± 4,7
Fe2O3 7,5 ± 4,3 6,2 ± 1,1
CaO 4,9 ± 2,9 25,2 ± 2,8
MgO 1,3 ± 0,7 5,1 ± 1,0
Na2O 1,0 ± 1,0 1,7 ± 1,2
K2O 1,3 ± 0,8 0,6 ± 0,6
SO3 0,6 ± 0,5 2,9 ± 1,8
vlhkosť 0,11 ± 0,14 0,06 ± 0,06
LOI 2,6 ± 2,4 0,33 ± 0,35

STDV – smerodajná odchýlka
3.3.2 Minerálne zloženie polietavého popolaPolietavý popol pozostáva hlavne z amorfných skiel a niekoľkých kryštalických fáz. Podľamnohých prác (Querol et al., 1995; Hower et al., 1996; Sulovský, 2002; Kukier et al., 2003;Vassilev et al., 2003, 2005a,b; Moreno et al., 2005; Kutchko a Kim, 2006; Koukouzas et al., 2006;Ward a French, 2006; Koukouzas et al., 2007; Koukouzas et al., 2009; Kostakis, 2009; Dai et al.,2010; Font et al., 2010; Chancey et al., 2010; Medina et al., 2010) k najčastejšie sa vyskytujúcimhlavným minerálnym fázam v popole patria: kremeň (SiO2), nespálené zvyšky uhlia, hematit(Fe2O3), magnetit (Fe3O4), mullit (~Al6Si2O13), maghemit (γ-Fe2O3), anhydrit (CaSO4), dolomit(CaMg(CO3)2), albit (NaAlSi3O8), anortit (CaAl2Si2O8), kalcit (CaCO3), K-živce (KAlSi3O8), illit((K,H3O)(Al,Mg,Fe)2(Si,Al)4O10[(OH)2,(H2O)]), ettringit, opál, kaolinit (Al2Si2O5(OH)4), periklas(MgO), rutil (TiO2), kristobalit (SiO2), sadrovec (CaSO4.2H2O), vápenec (CaCO3), spinel (MgAl2O4),tridymit (SiO2), wollastonit (CaSiO3), melilit ((Ca,Na)2(Al,Mg,Fe2+)(Si,Al)2O7), skupina chloritu((Mg,Fe)3(Si,Al)4O10(OH)2.(Mg,Fe)3(OH)6) a ďalšie (tab. 5, spracovaná na základe viacerýchliterárnych zdrojov, 1) FBC+ 2) PCC – vysvetlivky ku tab. 4)
1)Fluidné spaľovanie – FBCFluidné spaľovanie uhlia (fluidized bed combustion) predstavuje moderný a účinný spôsob spaľovania.Ohriaty prúdiaci vzduch vytvára nad fluidným roštom vrstvu, v ktorej sa vznášajú častice jemnerozomletého uhlia, polietavého popola a vápenca. Vo vhodne zvolenom spaľovacom priestore sa vrstvaspráva ako vriaca kvapalina. Častice uhlia sú obalené vzduchom a proces horenia je rýchly a pomerneľahko regulovateľný. Spaľovacie teploty sú v rozsahu 700 – 900 °C (www.javys.sk).
2) Spaľovanie práškového uhlia – PCCPrášková technológia je výraz pre technológiu spaľovania uhlia, ktorá dokáže spáliť palivo s vysokýmobsahom popola a vody s účinnosťou vyššou, než majú roštové ohniská. Do vybavenia elektrárnívyužívajúcich práškovú technológiu patria uhoľné mlyny drviace uhlie na prášok (odtiaľ názov tejtotechnológie), ktorý je potom vháňaný do horákov kotla prúdom vzduchu alebo spalín, prípadne ichzmesou (www.javys.sk). Teploty práškového spaľovania (pulverized coal combustion) sa zvyčajnepohybujú okolo 1400 °C (~ 2500 °C). Pri týchto teplotách sa môže minerálna hmota v uhlí oxidovať,rozložiť, roztaviť, rozpadnúť alebo hromadiť (Kutchko a Kim, 2006).
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Tab. 5 Minerálne fázy identifikované v polietavom popole (rôzne literárne zdroje)
Autor Font et al. (2010) Medinaet al.(2010) Moreno etal. (2005) Kostakis(2009) Kutchkoa Kim(2006) Koukouzas et al.(2006) Vassilev etal. (2003)
Štát Belgicko ŠpanielskoHolandsko Mexico ŠpanielskoTalianskoHolandskoGrécko

Grécko USA Grécko Čína Španielsko
typ elektrárne
teplota
spaľovania
typ paliva

FBC1)734 –870 °CU, B, K
PCC2)1400 –1500 °CU, U/RK,B/U

PCC
HU, ČU

PCC
L, HU, ČU, A L

PCC
ČU L L

PPC500 °CČU, SA, A
počet vzoriek 5 10 23 95 12 6
Minerály
Silikátykremeň x x x x x x x x xmulit x x x x x x xK-živec x x xalbit x x xanortit x x xplagioklas x x xortoklaskaolinit x xmontmorillonit xillit x x x xopál xmuskovit x xwollastonitmelilitgehlenit x xpyroxény xmerwinit x
Oxidy a
hydroxidyhematit x x x x x x xmagnetit x x x x x xvápno x x x x x x xkorund xperiklas x xportlandit x xrutil xhercynit xbrownmillerit xmayenit x
Karbonátykalcit x x x x x x x xdolomit x xsiderit xankerit x
Síranyanhydrit x x x x x x xsadrovec x
InéAl-Si sklo x x x x x x xettringit xsillimanit xhannebachit xCa2SiO4 xböhmit x

Vysvetlivky:
HU – hnedé uhlie, ČU – čierne uhlie, U – uhlie, A – antracit, SA – semi-antracit, L – lignit, B – biomasa, K – kal
RK – ropný koks
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3.3.3 Potenciálne toxické prvky v polietavom popoleKoncentrácia prvkov v polietavých popoloch závisí hlavne od zloženia uhlia, podmienokspaľovania a zariadení na ochranu ovzdušia (Kukier et al., 2003). Stopové prvky, ktoré sú v uhlíviazané v organickej hmote a sulfidoch, majú tendenciu vyparovať sa prvé a počas chladeniaspalín sú potom ľahko adsorbované na jemné častice (menšie ako 10 µm v priemere), zatiaľ čoprvky asociované s minerálnym materiálom zostávajú koncentrované viac v matrici popola (Xuet al., 2003).K prvkom, u ktorých bolo pozorované sorpčné obohatenie na veľkom povrchu jemnozrnnýchčastí, patria: As, Cd, Cr, Co, Pb, Hg a Zn (Wadge et al., 1986). Vzťah medzi zložením polietavéhopopola a veľkosťou jeho častíc študovali aj Martinez-Tarrazona a Spears (1996). So znižovanímveľkosti častíc sa zvyšovala koncentrácia As, Cu, Mo, Pb a Zn. Autori Spears a Martinez-Tarrazona (2004) skúmali detailnejšie asociáciu stopových prvkov k povrchu častíc. Výskytprvkov As a Mo súvisí hlavne s povrchom, prvky Cu, Zn a Pb sú distribuované rovnomernejšie,V, Cr a Ni majú nižšiu (30 – 20 %) a Ba a Sr minoritnú (10 %) asociáciu k povrchu častíc.Sklo je fáza, ktorá v polietavom popole predstavuje hlavný adsorbent pre stopové prvky.V prírodných vulkanických horninách je sklo počas chemického zvetrávania pomerne nestabilnéa sklo v popole môže (podobne ako vulkanické sklo) po dlhodobej expozícii viesť k rozrušeniua ďalšiemu uvoľňovaniu prvkov, ktoré sú lúhované do okolia (Ward a French, 2006). Sklá súschopné adsorbovať rôzne prvky v rôznych koncentráciách a formách. Prvky sú na pevné časticeprichytené priamo alebo tvoria na nich povlaky. Sklá tvorené predovšetkým Si, Al a Fe, môžu byťobohatené o potenciálne mobilné hlavné prvky ako Ca, Mg, Na a K, o minoritné prvky ako P a B.Iné (polo)kovy (Cd, As, Sb, Se, Pb, Ni, Cu, Cr, Co, Mo, Be) sú prítomné v nižších koncentráciách voforme uhličitanov, oxidov, hydroxidov a síranov (Jankowski et al., 2006, tab. 6).Keďže potenciálne toxické stopové prvky sú koncentrované na alebo blízko povrchu popolovýchčastíc počas spaľovania (Querol et al., 1995), alterácia popola vplýva priamo na ich mobilitualebo retenciu (Fishman et al., 1999). Prvky, ktoré sú adsorbované na povrchoch častíc, sú oveľaľahšie uvoľnené do roztoku počas interakcie popol – voda. Vylúhovateľnosť týchto prvkov jeúzko spätá s fázami, na ktoré sú viazané, podobne ako s hodnotou pH a ďalšími aspektamilúhovaného prostredia (Jankowski et al., 2006).Množstvo stopových prvkov uvoľnených z polietavého popola do roztoku a miera uvoľnenia,závisia od 3 faktorov (Eary et al., 1990):– celkovej koncentrácie prvkov v pevných fázach,– distribúcie prvkov v časticiach polietavého popola,– začlenenia prvkov do sekundárnych pevných fáz.
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Tab. 6 Stopové prvky (mg.kg-1) prítomné v polietavom popole v niektorých štátoch

PRVOK(mg.kg-1)
MFACoahuila,MexikoMedinaet al. (2010)

European PCC(Španielsko,Holandsko,Taliansko, Grécko)Moreno et al. (2005)
Ptolemais,GréckoKoukouzaset al. (2006)

UKSpearsa Martinez-Tarrazona(2004)
ŠpanielskoVassilevet al. (2003)

As 40 22 - 162 - 104 89 - 186
B 157 24 - 534 24 - 189 - -
Ba 589 311 - 3134 104 - 184 656 1990 - 2900
Be 5 3 - 34 - - -
Bi - - 0,23 - 0,37 - -
Cd 0,9 1 - 6 0,34 - 1,23 - < 1
Co 13 20 - 112 13 - 37 - 21 - 28
Cr 44 47 - 281 152 - 477 208 123 - 174
Cu 46 39 - 254 - 359 66 - 100
Ga - - 11 - 15 - -
Ge 12 1 - 61 - - 6,3 - 18
Hg 0,2 < 0,01 - 1,4 33 - 61 - -
Li 99 36 - 377 - - 245 - 319
Mo 11 5 - 22 3 - 8 20 5,8 - 11
Mn - - - 639 299 - 394
Ni 22 49 - 377 130 - 671 169 74 - 88
Pb 46 40 - 1075 15 - 20 145 44 - 81
Rb 52 22 - 202 - 155 38 - 59
Sb 4 1-120 0,21 - 0,58 - 8,0 - 18
Sc - - 8 - 16 - 28 - 73
Se 6 3 - 30 2 - 4 - 1,7 - 4,8
Sn 5 4 - 15 - - 4,5 - 13
Sr 302 131 - 4406 195 - 400 286 149 - 515
Th 25 17 - 65 8 - 11 - -
U 9 5 - 29 - - -
V 116 154 - 514 111 - 150 356 140 - 272
W - - 0,2 - 1,5 - -
Zn 94 70 - 924 37 - 71 152 119 - 233
Minoritné prvky prítomné v rozpustných fázach budú rozpúšťané prostredníctvomkongruentných rozpúšťacích reakcií. Prvky alkalických zemín prítomné na povrchoch častíc súna začiatku rýchlo rozpúšťané a prechádzajú do roztoku, ale neskôr, so zvyšujúcou hodnotou pHa koncentráciou prvkov, môžu opätovne precipitovať a vytvárať sekundárne minerálne fázy,ktoré sú stabilnejšie v rámci interakcie popol – voda (Roy et al., 1984).Vassilev et al. (2005b) skúmali chemické a minerálne zloženie frakcií polietavého popolaoddelených na základe veľkosti, hustoty, magnetické, nemagnetické a vodorozpustné frakcie.
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Nespálené zvyšky uhlia (char concentrates) (3,3 – 3,4 %) boli zložené z uhlíka a niekoľkýchanorganických fáz. Táto frakcia bola vysoko obohatená o U > S > Mn > Mo > Fe > Sb. Ľahkáfrakcia (< 1g.cm-3, 0,4 – 0,8 %) obsahovala poréznu cenosféru a uhlík s hubovitou a vezikulárnouštruktúrou, ktorý bol impregnovaný kalcitom, anhydritom, portlanditom a ílovými minerálmi.Táto frakcia obsahovala vysokú koncentráciu prvkov Sb > Se > As. Vodorozpustné zvyšky(1,7 – 2,6 %) sa skladali zo sadrovca, portlanditu, šťaveľanu Ca a kalcitu a boli obohatenéo vodorozpustné prvky Sb > Mo > S > Ca. V magnetickej frakcii (1,4 - 2,3 %) boli koncentrovanémagnetit, hematit a spinel železa a obohatená bola o Mn > Fe > Co > Cu > Ni > Zn > (Mo, Yb) >(Lu, Tm, Y) > (Er, Ho, Mg) > Sb. Nemagnetická hrubozrnná frakcia (> 63 µm, 49 – 56 %)obsahovala väčšinou hrubozrnné sklo, kremeň, kalcit a mullit. Nemagnetická jemnozrnná frakcia(< 63 µm, 39 – 47 %) pozostávala hlavne z jemnozrnných skiel, kalcitu, kremeňa, uhlíkaa mullitu.V práci Kukier et al. (2003), v nemagnetickej frakcii polietavého popola taktiež dominovalikryštalické minerály kremeň a mullit. Magnetická frakcia obsahovala magnetit, hematit, menšíobsah kremeňa a mullitu. Na základe chemickej analýzy mala magnetická frakcia približne10-násobne vyššiu koncentráciu železa a 2 až 4-krát vyššiu koncentráciu Co, Ni a Mn.Nemagnetická frakcia bola obohatená o K, Al a Ca. Rozpustnosť väčšiny prvkov bola vyššiav nemagnetickej ako v magnetickej frakcii alkalických popolov pri porovnateľnej hodnote pH.Vápnik sa nachádzal najmä v nemagnetickej frakcii alkalických polietavých popolov, čo viedlok zvýšeniu hodnoty pH pufrovacej kapacity tejto frakcie.Lu et al. (2009) taktiež skúmali magnetickú frakciu polietavého popola, ktorá bola zloženáz magnetitu, hematitu, kremeňa a mullitu a obohatená o prvky: Fe, Mn, Cr, Cu, Cd a Pb.V porovnaní s nemagnetickou frakciou mala 5-krát vyššie koncentrácie Fe a 1,6-krát vyššiekoncentrácie Mn, Cr, Cu a Cd. Vylúhovateľnosť ťažkých kovov s vysokým potenciálom uvoľneniado prostredia v acidifikovanom prostredí určili v rade Cu ˃	Cr	˃	Pb	˃	Cd.
Arzén v polietavom popoleArzén, prvok s unikátnym postavením ako klasický jed, je prítomný v relatívne vysokýchkoncentráciách v niektorých popoloch (tab. 3 a 5) (EPRI, 1998). Koncentrácie arzénuv popolových časticiach s priemerom menším ako 10 µm sú 10- až 100-násobne vyššie akov nespálenom uhlí. Značne vysoká koncentrácia arzénu je v časticiach menších ako 2,7 µm.V popolových časticiach triedených na základe hustoty sa koncentrácie arzénu pri hustote˂ 2,3 g.cm-3 a viac ako 2,9 g.cm-3 veľmi nelíšia (Ainsworth et al., 1993). Vzťahy priemernejkoncentrácie arzénu v polietavom popole v závislosti od kvality uhlia sumarizovali Eary et al.
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(1990): čierne uhlie (n = 26) priemerný obsah As 219 mg.kg-1 (11 – 1385 mg.kg-1), hnedé uhlie(n = 8) priemerný obsah 19,1 mg.kg-1 (8 – 34 mg.kg-1), lignit (n=5) 54,4 mg.kg-1 (21 – 96 mg.kg-1).Kizilstein (2002 in Yudovich a Ketris, 2005) navrhol schému pre precipitáciu arzénu na povrchupolietavého popola. V polietavom popole sú prítomné dva typy guľovitých častíc (s priemernýmpriemerom blízko 0,17 mm): duté (s hustotou okolo 0,60 – 0,65 g.cm-3) a kompaktné s vyššouhustotou. Ak povrchový kondenzačný povlak má rovnakú hrúbku na každej častici (okolo2 – 4 µm), koncentrácia arzénu v dutých guličkách musí byť vyššia kvôli ich nižšej hustote.Výskum polietavého popola pochádzajúceho zo spaľovania antracitu potvrdzuje túto hypotézu:obsah arzénu v dutých guličkách bol 90 mg.kg-1 a v kompaktných len 50 mg.kg-1. Kizilsteinovvýpočet ukázal, že povrchový film obsahuje 18 % z celkového výskytu As v guličkách.
Termodynamické modelovanieTermodynamické výpočty uvádzajú, že pri spaľovaní uhlia v redukujúcom prostredí sa sulfidickýaj arzeničnanový As vyparuje ako As0. V oxidujúcom prostredí spalín je arzén rýchlo oxidovanýna stabilný As5+ a neskôr kondenzovaný ako As2O5. V skutočnosti sa celý proces výraznekomplikuje v dôsledku vytvárania tepelne stabilného Ca3(AsO4)2. Preto, namiesto homogénnejkondenzácie (As2O5 (plyn) =˃	 As2O5 (tuhá látka)), prebieha heterogénna kondenzácia (As2O5(plyn) + CaO (tuhá látka) =˃	 Ca3(AsO4)2 (tuhá látka), čiže arzén sa z plynnej fázy sorbujechemicky na povrch polietavého popola. Tento proces je silne ovplyvnený obsahom CaOv popole. Keďže CaO je žiaruvzdorná fáza, najvyšší obsah CaO bude v hrubozrnnom polietavompopole, ktorý môže zachytiť arzén zo spalín (Yudovich a Ketris, 2005).Reálny obraz je ovplyvnený rýchlosťou chladenia spalín. Termodynamicky predpokladaný vznikCa3(AsO4)2 sa môže vyskytovať len pri pomalom chladení spalín. Pri rýchlom ochladení saneustáli termodynamická rovnováha a v takom prípade je rozdelenie arzénu v popole v súlades veľkosťou častíc: jemnejšia veľkosť častíc – vyšší obsah As. Ide o rozdelenie kvôli fyzikálnejsorpcii, nie chemickej (Senior et al., 2000a,b).Arzén môže vstupovať do kryštalickej aj amorfnej (sklovitej) fázy polietavého popola. PodľaMukhopadhyay et al. (1996), reakcia pyritu so silikátmi vedie k formovaniu sklovitých fáz trochtypov: obohatené o Fe-O, Fe-Al-Si-O, Al-Si-O. 70 % pyritického As sa v polietavom popolevyskytuje vo frakcii ˂	 2,81	 g.cm-3. V polietavom popole je arzén rovnomerne distribuovanýmedzi sklovitými fázami typu Fe-O a Fe-Al-Si-O a kryštalickými fázami, kým v popole z dna jearzén asociovaný s kryštalickými fázami Fe-O a Fe-S.
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Arzén je zachytený zo spalín na aktívne katiónové miesta polietavého popola (Ca2+ a Fe3+)pomocou chemisorpcie, ale výskyt a prístupnosť týchto miest sú spojené nielen s veľkosťoufrakcií, ale taktiež s chemickým zložením polietavého popola (Yudovich a Ketris, 2005).Výsledkom silnej afinity arzénu k vápniku je, že arzén sa v polietavých popoloch bohatých navápnik nachádza ako Ca3(AsO4)2 a Ca2As2O7, pravdepodobne potom, čo je absorbovaný z plynnejfázy ako As2O3 a následne oxidovaný z As3+ na As5+ (Mahuli et al., 1997; Jadhav a Fan, 2001;Sterling a Helble, 2003). Počas spaľovania uhlia je rozdelenie arzénu medzi plynné a pevné fázyurčené práve interakciami arzénu v plynnej fáze a časticami popola, ktoré obsahujú vápnik.Predpokladá sa, že všetky formy vápnika prítomné v polietavom popole (napr. CaO, Ca2SiO4,CaSiO3,...) môžu reagovať s plynným arzénom a zachytiť tento prvok vo vode nerozpustnýchformách menej toxického As5+ (Sterling a Helble, 2003).Práca Goodarzi (2006) uvádza zachytenie arzénu minerálmi obsahujúcich Ca a hematitoma vznik stabilného komplexu s vápnikom alebo zlúčeninu [(M2+)2Fe3(AsO4)3(-OH)4.10H2O], kdeM2+ je prechodný kov.
3.4 Podmienky vylúhovateľnosti prvkov z popolov

Hodnoty pH polietavého popola sú v rozmedzí od 4,5 po 12 v závislosti od obsahu síryv pôvodnom uhlí (Pandey a Singh, 2010). Podľa štúdie Ainsworth a Rai (1987) polietavé popolys pomerom Ca/S ˂	2,5	produkujú	kyslé	 roztoky,	zatiaľ čo popoly s pomerom Ca/S ˃	2,5	 tvoria	alkalické roztoky. Hodnota pH roztoku je dôležitý faktor kontrolujúci typ a zloženiesekundárnych fáz formovaných vo zvetrávaných produktoch spaľovania uhlia. Roztok pórovejvody z popola má často extrémne vysoké hodnoty pH (˃	10),	prevažne v dôsledku rozpúšťaniavysoko reaktívnych, malých častíc CaO (˂	 1	 µm)	 a ďalších oxidov alkalických zemín, ktoré súbežné ako povlaky na väčších sklovitých časticiach (Dudas, 1981, Fishman et al., 1999). Privysokých hodnotách pH podlieha sklo rýchlemu rozpúšťaniu (Hay, 1966).Vyššie priemerné hodnoty pH zvetrávania produktov spaľovania uhlia vedú k precipitáciialuminosilikátov s nižšími pomermi Si/Al ako u tých aluminosilikátov, ktoré sú formovanév prírodných prostrediach, napr. zvetrávanie kremičitých sopečných popolov v otvorenomhydrologickom systéme (Hay a Sheppard, 1981 in Donahoe, 2004).Podľa Killingley et al. (2000), počiatočná hodnota pH systému popol - voda závisí od rovnováhymedzi koncentráciou prvkov alkalických zemín, Ca a Mg, v popoloch na jednej strane a podieluSO3 (potenciálny zdroj vytvárania kyseliny) na druhej strane.
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Povrchové náboje sorbentov sú, aspoň čiastočne, závislé od hodnoty pH. Katiónya hydroxykatióny kovov môžu byť adsorbované na negatívne nabité povrchy, kým oxyaniónya hydroxyanióny kovov môžu byť adsorbované na pozitívne nabité povrchy (Sposito, 1984 inDonahoe, 2004). Zmenou hodnoty pH roztoku tak možno očakávať zmeny adsorpčnéhosprávania a rozpustnosti stopových prvkov a následne aj ich mobility (Donahoe, 2004).Jankowski et al. (2006) skúmali správanie sa As, B, Mo a Se v testoch lúhovania zo 4 druhovpolietavých popolov pre hodnotenie ich potenciálu mobilizácie počas interakcie polietavý popol– voda. Dva druhy popolov boli kyslé a dva alkalické. Všetky 4 prvky sú mobilné pod rôznymipodmienkami a v rôznych časoch lúhovania. Hodnotené boli koncentrácie týchto prvkovv lúhovacích roztokoch s počiatočnými hodnotami pH 4, 7 a 10 pre posúdenie vplyvu podmienokpH na mobilitu prvkov z kyslého a alkalického popola. Najmobilnejším zo 4 prvkov bol molybdénz alkalického popola a bór z kyslého popola. V roztokoch v kontakte s alkalickým popolom sakoncentrácia arzénu po dosiahnutí maxima neskôr znižovala s časom. Mobilita selénuvykazovala podobný charakter ako arzén, s podobnými vylúhovanými koncentráciami. Najvyššiumobilitu zo všetkých prvkov mal bór. Autori potvrdili význam hodnoty pH ako kľúčovéhofaktora, ktorý ovplyvňuje mobilitu skúmaných prvkov v daných popoloch a taktiež uvádzajú,že možný proces zodpovedný za pokles koncentrácie B, As a Se v alkalickom lúhovacom roztoku,je vytváranie ettringitu.Jegadeesan et al. (2008) posudzovali mobilitu As, Cr, Pb, Fe, Cu a Zn v polietavom popole triedyF. Prvky Fe, Pb a Cr boli mierne rozpustné v kyslých podmienkach a málo rozpustnév neutrálnych podmienkach. Uvoľnenie arzénu bolo vyššie pri hodnotách pH ˂	 4	 a pH ˃	 9.	Hlavnú úlohu v mobilite kovov mali oxidy Fe. Lúhovanie väčšiny katiónov kovov, ako je Pb, Cua Ni, je nižšie vzhľadom k alkalickej povahe polietavého popola (Kim, 2006). Veľmi silnéalkalické podmienky (pH ˃	 10)	 môžu vyvolať uvoľnenie týchto prvkov kvôlidesorpčno/rozpúšťacím reakciám (Al-Abed et al., 2007; Van der Hoek et al., 1994).
3.5 Chemické a minerálne zloženie čerstvého a pochovaného popola

na lokalite Zemianske Kostoľany

Základné fyzikálno-chemické charakteristiky jednej reprezentatívnej vzorky čerstvého popolapochádzajúcej z Pôvodného odkaliska (vzorka č. 1) a štyroch vzoriek pochovaných popolov(vzorka č. 2, 3, 4 a 5) uvádzajú tab. 7 a tab. 8. Z hlavných prvkov majú najväčšie zastúpenie Si, Fe,Ca, Al a Mg (Veselská et al., 2013). Hodnota CEC je výrazne nižšia vo vzorke čerstvého popola.Zaujímavá je hodnota merného povrchu (SA), ktorý je najväčší vo vzorke čerstvého popola a tiež
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vo vzorke pochovaného popola č. 5. V čerstvom popole dominuje piesčitá frakcia 0,1 – 2 mm(51,46 hm. %), kým v pochovaných popoloch prevláda prachovitá frakcia 0,01 – 0,05 mm(26,83 – 38,26 hm. %). Na základe zrnitostného klasifikačného trojuholníka patria antropogénnesedimenty medzi piesočnaté a hlinito-piesočnaté druhy pôd, s nízkym až stredným obsahomorganického uhlíka a sú stredne alkalického charakteru.
Tab. 7 Fyzikálno-chemické charakteristiky vzoriek čerstvého popola (vzorka č. 1) a pochovaných
popolov (vzorky č. 2, 3, 4, 5)

vz. 1 vz. 2 vz. 3 vz. 4 vz. 5Hĺbka odberu (cm) 0 - 30 ˃ 40 ˃ 40 70 - 100 ˃ 40pH (H2O) 8,17 8,26 8,31 8,02 7,93pH (KCl) 8,29 7,55 7,55 7,50 7,34CEC (cmol+.kg-1) 7,58 18,29 14,74 16,43 26,79SA (m2.g-1) 20,18 7,21 8,66 8,58 16,33CaCO3 (hm. %) 0,95 2,24 2,39 2,38 6,81Cox (%) 1,60 1,08 1,14 0,77 1,01˂ 0,002 mm (hm. %) 0,35 0,58 0,76 0,53 1,72˂ 0,01mm (hm. %) 2,51 15,96 11,04 8,54 15,460,01-0,05 mm (hm. %) 37,81 38,26 34,53 26,83 34,740,05-0,1mm (hm. %) 8,23 19,14 18,86 18,70 18,240,1-2 mm (hm. %) 51,46 26,64 35,57 45,93 30,55Pôdny druh lpa lhb lhb lpa lhbalp – piesočnatá, blh – hlinito-piesočnatá
Zo stopových prvkov sú na základe Zákona č. 220/2004 Z. z. pre poľnohospodársku pôdu nadlimitnou koncentráciou detekované As, Hg a Cu, avšak koncentrácie arzénu sú viacnásobnevyššie ako koncentrácie ostatných stopových prvkov. Na základe zrnitostného zloženia vzoriekje limitná koncentrácia arzénu pre daný pôdny druh 10 mg.kg-1, pričom vo vybraných vzorkáchsa jeho celkový obsah pohybuje od 714,00 po 1264,00 mg.kg-1. Mierne prekročenie limitu predanú zrnitostnú skupinu je vo všetkých vzorkách aj v prípade Cu (30 mg.kg-1). Limit pre ortuť(0,15 mg.kg-1) je prekročený vo všetkých vzorkách pochovaného popola.Pri určovaní celkových chemických a fyzikálnych vlastností popola sú dôležité hlavne jehojemnejšie častice, ktoré majú veľký merný povrch a kontrolujú tak celkovú adsorpčnú kapacitu(Openshaw et al., 1992). Porovnaním celkových koncentrácií niektorých stopových prvkovv troch rôznych zrnitostných frakciách (< 1 mm, < 63 µm, < 25 µm) čerstvého a pochovanéhopopola sa potvrdila dôležitá vlastnosť jemnejších častíc viazať tieto prvky prostredníctvomsvojho veľkého povrchu (tab. 9). Oproti iným stopovým prvkom v popole, sa arzén vyznačujesilným obohatením (5 až 10x) v najjemnejších frakciách (< 10 µm) (Smith, 1980). Danú
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skutočnosť potvrdzujú aj analýzy popolov z lokality Zemianske Kostoľany (tab. 8), kde bolpozorovaný jednoznačný trend nárastu koncentrácie arzénu so zmenšovaním veľkosti častícpopola. Zvyšovanie koncentrácie prvku so zmenšovaním veľkosti častíc je pozorované aj u Coa Cu, v prípade Ni a Mn len vo vzorke čerstvého popola a pri Pb a Hg vo vzorke pochovanéhopopola. Obsah Sb je najvyšší v 1 mm frakcii. Podľa Spearsa (2004 in Spears a Martinez-Tarrazona, 2004) majú významný vzťah k povrchu popolových častíc aj U, Tl, Se, Ge a v menšejmiere Ga. Zvyšovanie obsahu As, Cu, Mo, Pb a Zn so zmenšovaním veľkosti častíc uvádzajúMartinez-Tarrazona a Spears (1996).
Tab. 8 Komplexná chemická analýza vzoriek čerstvého popola (vzorka č. 1) a pochovaných
popolov (vzorky č. 2, 3, 4, 5) na základe ICP-ES/ICP-MS. Zvýraznené hodnoty – prekročenie limitnej
koncentrácie daného prvku podľa Zákona 220/2004 Z. z. pre poľnohospodársku pôdu

vz. 1 vz. 2 vz. 3 vz. 4 vz. 5Hĺbka odberu (cm) 0 - 30 ˃ 40 ˃ 40 70 - 100 ˃ 40Prvok det. limit

hm
. %

Fe 0,01 3,88 3,38 3,93 4,63 3,22Al 0,01 2,89 2,94 3,24 3,66 2,84Ca 0,01 2,69 3,58 3,72 3,60 4,65Na 0,01 0,11 0,10 0,10 0,13 0,07K 0,01 0,35 0,26 0,31 0,38 0,24Mg 0,01 0,64 0,65 0,76 0,76 0,73S 0,05 0,20 ˂0,50 0,06 0,08 0,08Ti 0,001 0,12 0,15 0,15 0,15 0,11P 0,001 0,07 0,07 0,07 0,07 0,06

m
g.

kg
-1

As 5 714 1264 1134 1090 1047
Cu 0,5 34,3 35,8 42,5 48,3 30,2Pb 0,5 10,2 8,6 6,9 8,8 11,7Zn 5 47 42 30 43 43Ni 0,5 26,3 22,6 21,5 30,5 22,9Co 0,5 9,1 8,7 8,5 10,4 8,6Mn 5 707 600 637 626 535Mo 0,5 5,6 4,1 5,1 6,0 3,1U 0,5 4,2 5,7 4,8 5,2 3,8
Hg 0,05 0,08 0,38 1,02 0,87 3,62Cr 0,5 22,80 20,80 22,40 25,90 20,00Ba 5 307 346 384 404 533Sb 0,5 11,7 1,2 0,9 6,4 12,5Cd 0,5 ˂0,50 ˂0,50 ˂0,50 ˂0,50 ˂0,50Th 0,5 5,00 6,30 6,40 6,00 5,20Sr 5 168 228 210 257 183Bi 0,5 ˂0,50 ˂0,50 ˂0,50 ˂0,50 ˂0,50V 10 92 88 95 94 73La 0,5 16,00 20,00 17,40 18,30 16,20W 0,5 3,50 4,70 3,90 3,20 2,30Sc 0,5 8,50 8,30 8,40 9,70 8,30Ga 5 8,00 7,00 9,00 8,00 7,00
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Tab. 9 Hodnoty merného povrchu (SA) a celkové obsahy niektorých potenciálne toxických
stopových prvkov vo vzorke čerstvého a pochovaného popola

Vzorka Frakcia SA (m2.g-1)
Celkové obsahy (mg.kg-1)

As Sb Mn Ni Co Cu Pb Hg

Čerstvý popol
1 mm 20,18 714 11,7 707 26,3 9,1 34,3 10,2 0,0863 µm 4,48 1157 2,0 999 28,7 11,0 34,3 6,0 ˂0,0525 µm 4,74 1859 3,1 1275 37,9 13,1 41,9 8,8 ˂0,05

Pochovaný
popol

1 mm 8,58 1090 6,4 626 30,5 10,4 48,3 8,8 0,8763 µm 7,95 1296 1,8 670 31,7 11,3 44,3 7,3 1,1925 µm 9,77 1562 2,2 627 30,2 11,5 51,1 9,0 1,62
3.5.1 Minerálne zloženie čerstvého a pochovaného popolaZ kvantitatívnej XRD analýzy vyplýva, že vo väčšine vybraných vzoriek sú hlavnou zložkouamorfné resp. slabokryštalické minerálne fázy (tab. 10). Na základe mikroskopického štúdiaa mikrosondových analýz sú tieto fázy tvorené prevažne amorfnými sklami s variabilnýmchemickým zložením, čo sa zhoduje s výsledkami mnohých autorov (napr. Dai et al., 2010).Do tejto skupiny možno tiež zaradiť nespálené zvyšky uhlia, ako aj amorfné oxyhydroxidy Fe.V prípade vzoriek popola zmiešaných s pôdou sa na amorfnom zvyšku podieľajú aj ílovéminerály.
Tab. 10 Kvantitatívne zastúpenie hlavných minerálnych fáz vo vzorkách (hm. %), vzorka č. 1 –
čerstvý popol, vzorka č. 2, 3, 4 a 5 – pochovaný popol

vz .1 vz. 2 vz. 3 vz. 4 vz. 5Frakcia 25* 1* 25 1 25 1 25 1 25 1Albit 2,10 4,40 1,10 13,50 2,40 7,00 - - 0,40 8,60Anortit - - - - - - 8,30 12,9 - -Kalcit 2,10 1,30 50,6 1,20 3,10 2,10 1,70 - 12,1 4,60Kremeň 4,20 3,50 4,90 4,70 3,40 4,30 3,20 5,90 2,60 5,80Magnetit 1,10 - 0,60 - - - 1,20 - - -Mullit 44,00 1,20 0,70 0,80 2,10 1,10 1,10 - 0,00 -Hematit 3,10 1,20 2,00 1,00 2,20 0,80 2,70 0,90 0,80 -Kristobalit - - 1,00 4,00 - - - - 0,40 -Pyrit - 0,00 - - - - - - - -Perovskit - - - - - - - - - 0,30Montmorillonit - - 0,10 - - - - - - -Rutil - - - - 0,20 - - - - -Muskovit - - - - - - - - - 3,10Zvyšok 43,3 88,4 39,0 74,8 86,7 84,6 81,6 80,4 83,7 77,6Ʃ 100 100 100 100 100 100 100 100 100 10025* – frakcia pod 25 µm1* – frakcia pod 1 mm



Peťková & Jurkovič & Vojtková 2016

38

Mullit (Al2(Al2,8Si1,2)O9) patrí medzi najbežnejšie minerálne fázy v popoloch a vznikávysokoteplotnou premenou ílových minerálov, hlavne kaolinitu (Hansen et al., 1981; Spears,2000; Dai et al., 2010), v menšej miere sľúd, živcov a ďalších aluminosilikátov pri teplotách nad1000 °C (Vassilev a Vassileva, 1996). Mullit kryštalizuje z taveniny, pričom vytvára sieť kryštálovpod povrchom sklovitého materiálu (Hulett et al., 1980; Hansen et al., 1981; Dudas a Warren,1987). Vznik mullitu pri teplote vyššej ako 1200 °C súvisí s nadbytkom Al2O3/SiO2 v Al-Si sklách(Font et al., 2010). Najvyšší obsah mullitu sa nachádza v čerstvom popole, kde dosahuje až44 hm. % (vo frakcii pod 25 µm). V pochovanom popole je jeho obsah do 2,10 hm. %.Pomerne hojným minerálom v popoloch je kalcit (CaCO3). Najvyššie zastúpenie má vo vzorkáchpochovaného popola vo frakcii pod 25 µm (až do 50,6 hm. %). Karbonáty prestavujúv elektrárenských popoloch väčšinou primárne a terciárne minerály, zriedka vystupujú akosekundárne produkty autigénnych minerálov a organickej hmoty v uhlí (Vassilev a Vassileva,1996). So zvyšujúcou sa teplotou môže byť kalcit premenený na svoje polymorfné modifikáciearagonit a vaterit. Pri teplote okolo 900 °C sa kalcit rozkladá a vytvára CaO, ktorý obyčajnereaguje s oxidmi Si a Mg a vznikajú Ca-Mg silikáty (Liu et al., 2005), prípadne môže Ca privysokých teplotách reagovať s aluminosilikátmi za vzniku anortitu, alebo iných živcov(Koukouzas et al., 2009). Aj keď je teplota spaľovania kalcitu vyššia ako teplota rozkladu tohtominerálu, časť primárneho kalcitu je prítomná vo väčšine publikovaných vzoriek popolov pospaľovaní uhlia. Dôvodom je fakt, že v prípade väčších častíc kalcitu dochádza v strede kryštálovk nižšiemu nárastu teploty (Liu et al., 2005).Bežnými minerálmi v skúmaných popoloch sú živce (priemer 6,1 hm. %), vo väčšine vzoriektvorené albitom ((Na0,98Ca0,02)(Al1,02Si2,98O8)), prípadne anortitom (Na0,05Ca0,95Al1,95Si2,05O8).Pôvod živcov (teplota tavenia 1118 – 1553 °C) môže byť primárny, ale tiež sekundárny a vznikaťmôžu z pevnej fázy reakciou medzi aluminosilikátmi a uvoľnenými oxidmi Ca, K a Na počasspaľovania (Vassilev a Vassileva, 1996).
Kremeň (SiO2) je prítomný tak v čerstvom ako aj v pochovanom popole. Kremeňv elektrárenských popoloch je považovaný dominantne za primárny minerál, pretože jehoteplota tavenia je 1713 °C (Dai et al., 2010). Kremeň síce z tohto dôvodu nepodlieha procesomspaľovania a niektoré častice kremeňa opúšťajú kotol v nezmenenej minerálnej forme (Hansenet al., 1981), ale pri teplote 573 °C podstupuje zmenu fáz α-kremeň/β-kremeň, čím sa meniaveľkosti jednotlivých zŕn (Scheetz, 2004; Ward a French, 2006). Tento tvrdý minerál sa častovyskytuje od hranatých (roztrieštených) až po zaoblené zrnká (Ward, 2002). Vyskytovať samôže tiež ako bunka alebo pórová výplň v organickej hmote uhlia, čo poukazuje na autigenetickýproces precipitácie (Sykes a Lindqvist, 1993). Vznik sekundárneho kremeňa súvisí s premenouílových minerálov, sľúd a živcov pri teplotách nad 900 °C (Vassilev a Vassileva, 1996).
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Vysokoteplotná modifikácia SiO2 – kristobalit, bol identifikovaný vo vzorkách č. 2 a 5. Pôvodkristobalitu v popolových vzorkách môže byť primárny i sekundárny, ktorý býva výsledkomkryštalizácie organicky viazaného a amorfného kremeňa, rekryštalizácie opálu (SiO2.nH2O),chalcedónu (SiO2), ílových minerálov a ďalších silikátových minerálov v uhlí (Vassileva Vassileva, 1996).Hoci sa v daných popoloch nachádza aj magnetit (Fe3O4), jeho množstvá sú pomerne nízke.Magnetit sa v uhlí príliš nevyskytuje, jeho prítomnosť v popole je výsledkom premeny inýchminerálov železa počas spaľovania uhlia, predovšetkým pyritu (Kukier et al., 2003).Súčasťou týchto popolov je taktiež hematit (Fe2O3) (do 3,1 hm. %), pričom opäť platí, žekvantitatívne viac hematitu je v jemnejšej frakcii. Výskyt hematitu v uhlí je vo všeobecnostivzácny, považuje sa skôr za sekundárny minerál a jeho vznik súvisí najčastejšie s oxidácioupyritu (FeS2) a markazitu (FeS2), alebo s dekarbonizáciou karbonátov Fe (Koukouzas et al.,2009). Počas spaľovania uhlia je pyrit premieňaný na hematit pri teplote 815 °C (Liu et al.,2005). Hematit môže vznikať aj zo železa, ktoré je viazané určitým spôsobom s organickouhmotou (Vassilev et al., 1995; Li et al., 2007).V akcesorických množstvách sa v popoloch vyskytuje aj perovskit (CaTiO3), rutil (TiO2)a montmorillonit ((Na,Ca)0,3(Al,Mg)2Si4O10(OH)2.n(H2O)). Rutil (teplota tavenia 1827 °C) patrímedzi žiaruvzdorné minerály a jeho pôvod je prevažne primárny. Sekundárny pôvod rutilumôže byť výsledkom kryštalizácie z taveniny, polymorfnej premeny anatasu (TiO2) a brookitu(TiO2) alebo oxidácie organicky kombinovaného Ti (Vassilev a Vassileva, 1996). Okremspomínaných hlavných fáz boli v popoloch na základe XRD analýzy identifikované tiež ilmenit(Fe(TiO3)), maghemit (Fe2O3), pyrotit (Fe7S8) a pyrit (FeS2).
3.5.2 Elektrónová mikroanalýza amorfných skielPrítomnosť a zastúpenie minerálnych fáz identifikovaných XRD analýzou boli potvrdené ajmikroskopiou a následnou elektrónovou analýzou. Keďže najhojnejšie zastúpenou zložkouv elektrárenských popoloch sú amorfné aluminosilikátové sklá (obr. 8a,b,c,d), detailnejšie bolaštudovaná variabilita ich chemického zloženia.Pomerné zastúpenie Fe2O3, Al2O3, SiO2 a CaO v meraných oxidoch Fe a aluminosilikátoch jeznázornené na obr. 9. Okrem niekoľkých analýz prislúchajúcich kremeňu, kristobalitu, hematitua magnetitu (obr. 8e) je z grafu (obr. 9) zrejmá výrazná variabilita v zložení prítomnýchamorfných skiel.Obsah SiO2 v týchto fázach je v rozmedzí od 10,97 hm. % do 94,69 hm. %, Al2O3 od 1,61 hm. %do 38,67 hm. %, Fe2O3 od 0,31 hm. % do 59,66 hm. % a CaO do 37,63 hm. % (tab. 11). Častou
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zložkou aluminosilikátových skiel sú tiež MgO, Na2O, K2O a TiO2. Zo skupiny potenciálnetoxických prvkov vstupuje do týchto skiel i As2O3 (do 2,28 hm. %).Aluminosilikátové sklá vznikajú v popole – podobne ako mullit, či kristobalit, transformáciouílových minerálov a živcov počas spaľovania pri teplote v rozmedzí 900 – 1300 °C (Vassileva Vassileva, 1996). Podľa práce Medina et al. (2010) sú amorfné sklá z chemického hľadiskatvorené hlavne oxidmi Si, Al, Fe a Ca. Amorfné aluminosilikáty a oxyhydroxidy Fe patriak sekundárnym fázam s najväčším potenciálom limitovať mobilitu stopových prvkov v popolochpo spaľovaní uhlia (EPRI, 2006).

Obr. 8 Snímky v spätne rozptýlených elektrónoch (BSE): a, b, c, d – aluminosilikátové sklá, poradie
prvkov zodpovedá ich pomernému zastúpeniu v jednotlivých zrnách, e – magnetit, f – nespálený
zvyšok uhlia obalený jemnozrnnou zmesou silikátov (Peťková et al., 2011)
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Tab. 11 Reprezentatívne elektrónové mikroanalýzy aluminosilikátových skiel z popolových
vzoriek (n = 37, hodnoty v hm. %)

Na2O SiO2 Al2O3 MgO P2O5 K2O CaO TiO2 Fe2O3 MnO As2O3 ∑

priemer 0,73 48,64 18,87 2,73 0,15 1,28 10,85 0,99 9,50 0,21 0,20 94,42
medián 0,31 46,09 18,83 2,09 0,12 0,79 7,30 0,48 6,32 0,07 0,10 97,60
min. 0,03 10,97 1,61 0,00 0,00 0,05 0,16 0,00 0,31 0,00 0,00 74,41
max. 6,67 94,69 38,67 10,34 0,74 6,83 37,63 9,12 59,66 2,05 2,28 100,8
25%-til 0,16 34,26 13,61 0,89 0,05 0,31 1,30 0,21 1,95 0,01 0,05 92,74
75%-til 0,55 59,68 25,94 4,10 0,19 1,63 19,31 0,91 11,45 0,21 0,13 99,37
Okrem amorfných skiel, ktoré sú identifikované ako hlavná fáza nesúca As v zrnách merateľnýchelektrónovou mikrosondou, sa tento prvok viaže tiež na nespálené zvyšky uhlia (do 0,5 hm. %)(obr. 8f). Prioritnú väzbu As na aluminosilikátové sklá a nespálené zvyšky uhlia potvrdili tiežautori Bolanz et al. (2012) v detailnej štúdii zameranej na geochémiu, špeciáciu a distribúciuarzénu v čerstvých popolových vzorkách z Pôvodného odkaliska. Čerstvý popol obsahoval1000 – 1400 mg.kg-1 As a pozostával hlavne z vezikulárnych a kompaktných skiel, ktoré tvorili86,29 % z popola a obsahovali v priemere 0,13 hm. % As2O5. Sféroidné sklá tvorili 2,53 % popolas obsahom 1,35 hm. % As2O5 a nespálené častice uhlia tvorili 7,76 % s 0,10 hm. % As2O5s kalcitovými žilami (0,27 %) s 1,60 hm. % As2O5. Kremeň, plagioklas a slabokryštalický mullittvorili 3,15 % popola s 0,01 hm. % As2O5.

Obr. 9 Chemické zloženie popolových častíc (vynesené hodnoty sú bodové mikrosondové analýzy)
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3.5.3 Pevné fázy obohatené o arzénNa štúdium fáz obohatených o As vo frakcii pod 25 µm bola použitá transmisná elektrónovámikroskopia s EDS. Po detailnom preskúmaní popolových vzoriek bolo zistené, že As sa viažedominantne na častice tvorené prvkami Al, Si, Ca a Fe (obr. 10a, c), v menšej miere na časticetvorené Fe a Ca. Tieto nanočastice vytvárajú agregáty nepravidelného tvaru s rozmermi od 300nm do niekoľko µm. V časticiach s pravidelným (napr. guľovitým) tvarom (obr. 10b) nebolanameraná prítomnosť As. Na základe elektrónovej difrakcie je možné povedať, že časť týchtočastíc je kryštalická, nie je však jasné, či ide o proces sorpcie As na povrch častíc, alebo je Asviazaný priamo v štruktúre týchto fáz (Peťková et al., 2011).

Obr. 10 Snímky (TEM) agregátov nanočastíc obsahujúcich As a zodpovedajúce EDS analýzy

Veselská et al. (2013) vo svojej štúdii taktiež uvádzajú aluminosilikátové sklá obohatené o Caa Fe za dominantné primárne hostiteľské fázy arzénu, pretože sú najhojnejšie zastúpenouskupinou v popolovom materiáli. Dutinkovité, nepravidelné a guľovité častice s dominantnýmobsahom SiO2 (86 obj. %) prevažujú nad časticami, ktoré obsahujú hlavne CaO a FeOx. Výsledky
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kyslej extrakcie so šťaveľanom amónnym naznačujú, že oxohydroxidy Si, Al a Fe (napr. alofána imogolit) môžu predstavovať sekundárne hostiteľské fázy nestabilných foriem As.Z pochovaných popolov bolo uvoľnených v priemere až 77,87 % arzénu a štatisticky významnékladné korelácie boli zistené medzi uvoľneným As – Si (r = 0,94, p < 0,0001), As – Al (r = 0,88,p < 0,0001) a As – Fe (r = 0,58, p < 0,0001) (Veselská et al., 2013). V práci Bolanz et al. (2012) máarzén vysokú afinitu k sklám tvorených materiálom obohateným o Ca. Podľa autorov dochádzapočas spaľovania uhlia k začleneniu As do skiel obohatených o Ca. Na odkalisku sa vytvárajúarzeničnany Ca a sú pomaly nahradené kalcitom so sprievodným uvoľnením As.Hiller et al. (2009) sa taktiež zaoberali štúdiom fáz s vysokým obsahom As v materiálipopolového odkaliska. V odkaliskových sedimentoch pozorovali dominanciu sklovitýchmateriálov, organickej hmoty a mullitu. Výrazná korelácia medzi Fe a As naznačuje, že podstatnáčasť As je viazaná na oxidy Fe. Autori detekovali aj oblasti (hotspoty) s vysokou koncentráciouAs, ale s neúmerne nízkym obsahom Fe. Aj keď výskyt takýchto miest bol pomerne vzácny, môžuviazať väčšinu As v odkaliskovom materiáli. Pôvod týchto hotspotov zostáva zatiaľ neznámy.
3.6 Mineralógia pochovaných popolov v neporušených vzorkách

V skúmaných vzorkách sa mikroskopickým pozorovaním identifikovali 3 zóny: pôdny substrát,popolové zhluky a prechodná zóna na rozhraní pôdy a popola, ktorá je medzi popolovou vrstvoua pôdou väčšinou tenká (obr. 11) a v niektorých prípadoch nebola prítomná. Pôdny substrát jetvorený pôdnym skeletom a matrixom. Pôdny skelet je zložený z kremeňa, K-živcov, plagioklasu,albitu, apatitu, kalcitu, sľúd (muskovit), dolomitu a ortopyroxénu (obr. 11). Matrix pozostáva zorganickej hmoty, ílových minerálov (illit, chlorit) a oxidov Fe (ilmenit, magnetit).

Obr. 11 Snímka výbrusu
neporušenej pôdno-
popolovej vzorky v spätne
rozptýlených elektrónoch
(BSE) s prechodnou zónou
medzi pôdou a popolom(použité skratky: Chl- chlorit,Dol- dolomit, Il- illit, Ilm-ilmenit, Mag- magnetit, Ms-muskovit, Opx- ortopyroxén,Pl- plagioklas, Qtz- kremeň)
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Popolová vrstva pozostáva hlavne z amorfných Al-Si skiel a oxidov Fe, v ktorých sa vyskytujezatavený plagioklas, magnetit a ilmenit. Oxidy Fe boli pozorované vo forme guľovitých zŕn.Prítomné boli aj zvyšky nespáleného uhlia. Prechodná zóna obsahuje zmiešaný materiálz pôdneho substrátu a popolového materiálu. Elektrónovou mikroanalýzou bolo pozorovanéchemické zloženie pôdneho substrátu, popolového materiálu aj prechodnej zóny. Na základeorientačnej EDS analýzy sa zistilo, že v samotnom pôdnom substráte arzén nie je prítomný či užvo forme sekundárnych minerálov alebo na povrchu minerálnych fáz a zložiek pôdnehosubstrátu. Analýzy potvrdili prednostnú väzbu arzénu na fázy tvorené hlavne Si, Al, Ca a Fe,v ktorých sa obsah As2O3 pohyboval do 2,6 hm. %. Príklad zŕn s najvyšším obsahom Asznázorňuje obr. 12. Vynesené hodnoty Fe2O3, Al2O3, SiO2, CaO a As2O3 v meranýchaluminosilikátových sklách a oxidoch Fe vyjadruje obr. 13.

Obr. 12 Snímky zŕn v spätne rozptýlených elektrónoch (BSE) v popolovom materiáli s najvyšším
obsahom As, poradie prvkov zodpovedá ich pomernému zastúpeniu v jednotlivých zrnách, a) 1,44
hm. % As, b) 2,32 hm. % As, c) 1,97 hm. % As

Obr. 13 Distribúcia arzénu v časticiach Al-Si skiel a oxidov Fe v popolovom materiály na základe
mikrosondových analýz. Farebná škála vyjadruje obsah Fe2O3 a veľkosť kruhov je škálou pre
obsah As2O3
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Obsah SiO2 v týchto fázach je v rozmedzí od 0,07 hm. % do 80,17 hm. %, Al2O3 od 0,02 hm. % do35,82 hm. %, Fe2O3 od 0,12 hm. % do 97,55 hm. % a CaO od 0,32 hm. % do 48,90 hm. % (tab. 12).V niekoľkých prípadoch bol vysoký obsah As zistený v zrnách tvorených hlavne MnO a Fe2O3(obr. 12a).
Tab. 12 Reprezentatívne elektrónové mikroanalýzy aluminosilikátových skiel a oxidov Fe
v popolovom materiáli (n = 63, hm. %)

Na2O SiO2 Al2O3 MgO P2O5 K2O CaO TiO2 Fe2O3 MnO As2O3 ∑

priemer 0,34 36,94 14,96 2,30 2,86 1,14 10,86 1,44 19,30 1,08 0,27 91,92
medián 0,25 39,02 13,78 1,88 0,12 0,47 5,38 0,47 8,51 0,10 0,13 98,50
minimum 0,00 0,07 0,02 0,01 0,00 0,00 0,32 00,0 0,12 0,00 0,00 47,97
maximum 1,69 80,17 35,82 10,27 38,65 11,83 48,90 14,12 97,55 28,39 2,60 109,9
25%-til 0,06 26,72 9,29 0,93 0,08 0,16 1,60 0,27 3,76 0,05 0,08 79,99
75%-til 0,48 49,59 21,02 3,13 0,29 1,42 17,60 0,97 24,50 0,35 0,24 101,3
Chemické zloženie tmelu a ílových minerálov (pôdneho matrixu) v prechodnej zóne uvádzatab. 13. Hoci štúdium tmelového materiálu potvrdilo prítomnosť arzénu, jeho obsahy bolipomerne nízke a pohybovali sa do 0,43 hm. % As2O3.
Tab. 13 Reprezentatívne elektrónové mikroanalýzy tmelu a ílových minerálov v prechodnej zóne(n = 8, hm. %)

Na2O SiO2 Al2O3 MgO P2O5 K2O CaO TiO2 Fe2O3 MnO As2O3 ∑

priemer 0,16 41,86 15,29 1,84 4,99 1,51 7,69 0,48 15,35 0,16 0,22 89,77
medián 0,15 47,11 18,37 1,96 0,59 1,76 1,49 0,51 6,42 0,06 0,20 91,39
minimum 0,06 3,34 1,21 0,79 0,05 0,07 0,89 0,06 1,87 0,0 0,06 79,70
maximum 0,30 59,58 22,33 2,99 36,76 2,50 48,64 0,74 45,65 0,52 0,43 96,11
25%-til 0,07 34,34 9,77 0,98 0,08 0,78 1,46 0,38 3,63 0,02 0,08 84,61
75%-til 0,26 53,62 20,83 2,45 0,88 2,26 3,71 0,63 30,68 0,32 0,38 93,88

Výsledky mineralogického štúdia neporušených vzoriek nepotvrdili migráciu As z hľadiskaväzby na minerály v pôdnom substráte. Aj napriek vplyvu vonkajších podmienok prostredia(zrážky) zostáva As súčasťou hlavne popolového materiálu. Uvoľnený As je prítomný v tenkejprechodnej zmiešanej vrstve medzi pôdou a popolom, kde bol identifikovaný v tmeli, ktorýtvoria ílové minerály a oxidy Fe. Výsledky korelujú s prácou Bolanz et al. (2012), kde autoriuvádzajú, že v pochovaných popoloch v týchto pôdach je časť As zadržaná na už existujúcichalebo novovytvorených oxidoch Fe a íloch. Hoci sú koncentrácie As v hmote tvorenej slabokryštalickými ílmi a oxidmi Fe pomerne nízke (0,05 hm. % As2O5), hmota (matrix) jevšadeprítomná a jej podiel je pomerne vysoký.
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4. DIVERZITA BAKTÉRIÍ V POCHOVANÝCH ELEKTRÁRENSKÝCH

POPOLOCH NA LOKALITE ZEMIANSKE KOSTOĽANY

Prežitie mikroorganizmov v znečistených pôdach závisí od vnútorných biochemickýcha štruktúrnych vlastností, fyziologickej alebo genetickej adaptácii, vrátane morfologických zmienbuniek, ako aj od zmeny špeciácie kovov (Ehrlich, 1997; Piotrowska-Seget et al., 2005). Privysokých obsahoch bioprístupných foriem ťažkých kovov dochádza k vymiznutiu druhovcitlivých na ťažké kovy, čo je pravdepodobne zodpovedné za pokles mikrobiálnej aktivity,a konkurenčné zvýhodnenie druhov tolerantnejších k ťažkým kovom vedie k zmene zloženiaspoločenstva a k zvýšeniu tolerancie spoločenstva ku kovom. Rýchlosť vývoja tolerancie závisíod kovu spôsobujúceho selekčný tlak a taktiež či je kov pridaný do pôdy v malých dávkachpostupne alebo jednorázovo veľkou dávkou a či ide o kombináciu kovov (Díaz-Raviña a Bååth,1996). Díaz-Raviña a Bååth (1996) pozorovali dva rôzne účinky na bakteriálnu aktivitu pridanímZn do pôdy: počiatočný inhibičný účinok pravdepodobne spôsobený smrťou baktérií citlivých naZn v dôsledku toxicity kovu a stimulačný účinok na rýchlosť rastu prežitých, tolerantnejšíchbaktérií v dôsledku zvýšenej dostupnosti substrátu, ktorý pochádzal z mŕtvych buniek. Názoryna negatívne účinky ťažkých kovov na diverzitu mikroorganizmov v pôdach kontaminovanýchťažkými kovmi sa líšia. Niektorí autori poukazujú na nepriaznivý vplyv kovov na rast,morfológiu a biochemické aktivity mikroorganizmov, čo vedie k zníženiu biomasy a diverzity(Kandeler et al., 1996; Roane a Kelloqq, 1996; Wenderoth a Reber, 1999; Sandaa et al., 1999;Müller et al., 2001; Moffett et al., 2006; Wang et al., 2007; Thavamani et al., 2012), iné štúdieuvádzajú nielen vysokú diverzitu mikroorganizmov (Filali et al., 2000; Konstantinidis et al.,2003), ale že okrem adaptácie pôvodných organizmov novým podmienkam prostredia, pod nimiaj „prekvitali“ (Haq a Shakoori, 2000; Roane a Pepper, 2000). Niektoré práce nezistili dostatočnevýznamné zmeny v mikrobiologickej charakteristike kontaminovaných pôd (Pennanen et al.,1998). V každom prípade, väčšina prác potvrdzuje zmenu štruktúry mikrobiálneho spoločenstvav prítomnosti ťažkých kovov a iných kontaminantov (Kozdrój a van Elsas, 2001; Ellis et al., 2003;Turpeinen et al., 2004; Frey et al., 2006; Valverde et al., 2011).Diverzita baktérií v predmetných antropogénnych sedimentoch sa realizovala na šiestichreprezentatívnych vzorkách z lokality Zemianske Kostoľany. Základné fyzikálno-chemickécharakteristiky pôdno-popolových vzoriek sú uvedené v tab. 14 a 15. Podľa zrnitostnéhozloženia patria vzorky k piesočnato-hlinitému, hlinitému a prachovito-hlinitému druhu pôdy.Väčšina vzoriek mala podľa hodnotenia Čurlíka a Šurinu (1998) stredný obsah organickéhouhlíka (TOC), okrem vzorky č. 2, ktorá mala vysoký obsah TOC (1,8 hm. %) a vzorky č. 1 s veľmivysokým obsahom TOC (3,54 hm. %). Vzorky boli neutrálneho až slabo alkalického charakteru.
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Tab. 14 Fyzikálno-chemické charakteristiky reprezentatívnych vzoriek určených pre
mikrobiologické štúdium a biolúhovacie experimenty

Tab. 15 Komplexná chemická analýza reprezentatívnych vzoriek určených pre mikrobiologické
štúdium a pilotné biolúhovacie experimenty na základe ICP-ES/ICP-MS (zvýraznené hodnotyznamenajú prekročenie limitnej koncentrácie daného prvku podľa Zákona 220/2004 Z. z. prepoľnohospodársku pôdu)

vz. 1 vz. 2 vz. 3 vz. 4 vz. 5 vz. 6Hĺbka odberu (cm) 0-15 0-15 0-15 0-15 15-30 0-15Charakter vzorky pôda pôda pôda+popol pôda popol pôda+popolpH (H2O) 6,90 7,16 7,23 7,19 7,51 7,67pH (KCl) 6,65 6,56 6,86 7,15 6,99 7,14EC (H2O) µS.cm-1 493,5 458,0 541,0 796,0 446,0 386,0EC (KCl) mS.cm-1 54,5 69,4 75,3 72,0 73,7 77,7TC (%)* 4,85 2,55 2,28 1,80 2,45 2,67TOC (%)** 3,54 1,80 1,30 1,41 1,38 1,42TIC (%)*** 1,31 0,75 0,98 0,39 1,07 1,25CO2 (%)**** 4,80 2,75 3,59 1,43 3,92 4,58CaCO3(%)***** 10,91 6,25 8,17 3,25 8,92 10,412 - 0,05 mm (%) 62,68 32,08 43,80 36,36 39,96 51,280,05 - 0,002 mm (%) 31,66 45,70 44,27 50,52 50,73 42,94˂ 0,002 mm (%) 5,66 22,22 11,93 13,12 9,31 5,78Pôdny druh spa shb shb sshc sshc spa*TC – celkový obsah uhlíka asp – piesočnato-hlinitá**TOC – obsah organického uhlíka bsh – hlinitá***TIC – obsah anorganického uhlíka cssh – prachovito-hlinitá****CO2 – obsah karbonátového uhlíka*****CaCO3 – % CaCO3 podľa obsahu karb. uhlíka

vz. 1 vz. 2 vz. 3 vz. 4 vz. 5 vz. 6Hĺbka odberu (cm) 0-15 0-15 0-15 0-15 15-30 0-15Prvok det. limit

%

Fe 0,01 2,79 2,19 2,18 2,47 3,23 2,15Al 0,01 2,09 2,01 1,72 2,19 2,69 1,72Ca 0,01 2,97 0,85 1,88 1,18 2,22 2,34Na 0,01 0,05 0,02 0,03 0,03 0,06 0,04K 0,01 0,23 0,23 0,19 0,26 0,29 0,20Mg 0,01 0,46 0,40 0,69 0,50 0,61 0,62S 0,05 0,06 ˂0,05 ˂0,05 ˂0,05 ˂0,05 ˂0,05Ti 0,001 0,06 0,04 0,06 0,05 0,09 0,06P 0,001 0,42 0,11 0,11 0,09 0,08 0,07

mg.kg-1

As 5 264 93 193 230 634 377Cu 0,5 38,20 16,50 17,70 19,30 26,80 18,70Pb 0,5 9,00 16,30 15,40 16,70 13,00 13,70Zn 5 182 75 70 63 47 45Ni 0,5 21,70 20,60 20,40 23,00 25,60 18,10Co 0,5 8,10 9,60 9,60 10,10 11,20 9,10
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Pokračovanie tab. 15

Vo všetkých reprezentatívnych vzorkách bola mnohonásobne prekročená limitná koncentráciaarzénu (25 mg.kg-1) podľa Zákona 220/2004 Z.z. o ochrane a využívaní poľnohospodárskychpôd (tab. 16). Najvyšší obsah As (634 mg.kg-1) bol analyzovaný v hĺbke 15 – 30 cm, ktorápredstavuje už vrstvu s pochovaným popolom. Vysoký obsah As (377 mg.kg-1) bol zistený taktiežvo vrchnom horizonte (0 – 15 cm) poľnohospodársky využívanej pôdy, na ktorej sa pestujejačmeň siaty (Hordeum vulgare) a repka olejná (Brassica napus).
Tab. 16 Limitné koncentrácie pre arzén v pôdach (mg.kg-1) v niektorých štátochSlovensko Holandsko KanadaZákonč. 220/2004 Z. z. Rozhodnutieč. 531/1994-540 GVSRSe CSQGf

Ab Bc Cd25a 29 30 50 29 12a limitná koncentrácia pre piesočnato-hlinitú a hlinitú zrnitostnú skupinub referenčná hodnota – pôda nie je kontaminovaná, ak je koncentrácia prvku pod touto hodnotou, akdosahuje, resp. prekračuje túto hodnotu, obsah prvku je vyšší ako sú fónové (pozaďové) hodnoty predanú oblasť, prípadne vyššie ako hodnoty medze citlivosti analytického stanoveniac indikačná hodnota – kontaminácia pôd bola analyticky preukázanád indikačná hodnota pre asanáciu – ak koncentrácia prvku dosiahne túto hodnotu, je nevyhnutné okamžitevykonať definitívne analytické zmapovanie rozsahu poškodenia príslušného miesta a rozhodnúťo spôsobe nápravného opatreniae Guidelines values for Soil remediation strategies, Department of Housing and Environment, Netherlandsf Canadian Soil Quality Guidelines for the Protection of Environmental and Human Health

vz. 1 vz. 2 vz. 3 vz. 4 vz. 5 vz. 6Hĺbka odberu (cm) 0-15 0-15 0-15 0-15 15-30 0-15Prvok det. limit
mg.kg-1

Mn 5 470 568 614 635 633 526Mo 0,5 3,10 0,70 1,10 1,20 3,10 1,20U 0,5 2,30 0,80 1,20 1,30 2,80 1,70
Hg 0,05 0,31 0,29 0,31 0,40 0,47 1,67Cr 0,5 21,60 23,40 20,40 26,50 25,80 20,90Ba 5 199 146 162 189 296 273Sb 0,5 ˂0,5 0,60 0,80 0,70 0,80 0,70Cd 0,5 ˂0,5 ˂0,5 ˂0,5 ˂0,5 ˂0,5 ˂0,5Th 0,5 2,20 4,30 4,30 4,90 5,70 5,00Sr 5 96,00 32,00 51,00 50,00 114,00 77,00Bi 0,5 0,60 ˂0,5 ˂0,5 ˂0,5 ˂0,5 ˂0,5V 10 51 40 41 46 66 45La 0,5 14,20 19,90 19,20 22,10 20,40 17,40W 0,5 1,50 ˂0,5 0,60 0,70 1,60 0,90Sc 0,5 4,60 5,40 5,40 5,90 7,50 5,20Tl 0,5 ˂0,5 ˂0,5 ˂0,5 ˂0,5 ˂0,5 ˂0,5Ga 5 5,00 6,00 5,00 7,00 8,00 5,00Se 2 ˂2 ˂2 ˂2 ˂2 ˂2 ˂2Ag 0,5 ˂0,5 ˂0,5 ˂0,5 ˂0,5 ˂0,5 ˂0,5
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Adriano (2001) uvádza, že priemerné obsahy arzénu v nekontaminovaných pôdach sú pod10 mg.kg-1. Podľa štúdie Tamaki a Frankenberger (1992) je priemerná koncentrácia As v pôdach6 mg.kg-1 a zvyčajne v rozsahu od 0,1 do 40 mg.kg-1. Z ďalších potenciálne toxických stopovýchprvkov presahovala limitnú koncentráciu v študovanej oblasti aj ortuť (Hglimit 0,50 mg.kg-1)a zinok (Znlimit 150 mg.kg-1) (tab. 15).Z reprezentatívnych vzoriek antropogénnych sedimentov sa izolovalo spolu 63 morfologickyodlišných bakteriálnych kmeňov so širokou farebnou škálou (biela, biela vláknitá, biela tvrdá,biela mazľavá, žltá, ružová, oranžová, béžová, mazľavá, lososová, mäsová). Najviac izolátov sazískalo použitím živného média PSA (Pseudomonas agar, HiMedia Laboratories, Mumbai, India),ktoré je určené pre izolovanie baktérií rodu Pseudomonas, a naznačilo tak prítomnosťdominantného rodu, čo bolo neskôr potvrdené PCR analýzou.Použitím ARDRA analýzy, pomocou ktorej sa izoláty roztriedili na základe vzájomnejpodobnosti, sa 23 vybraných PCR produktov identifikovalo 16S rRNA analýzou (obr. 15, tab. 17).Izolované druhy zastupovali 4 hlavné taxonomické skupiny (obr. 14): Proteobacteria (60,9 %),

Firmicutes (21,7 %), Bacteroidetes (8,7 %) a Actinobacteria (8,7 %). Kmeň Proteobacteria bolzastúpený len jednou triedou – Gammaproteobacteria. Prevládajúca prítomnosť rodu
Pseudomonas v skúmaných pôdno-popolových substrátoch je pravdepodobne daná dôsledkomjednoduchých požiadaviek na živiny, množstvom zlúčenín uhlíka, ktoré využíva, jeho genetickoua metabolickou prispôsobivosťou a taktiež širokou škálou stanovíšť, ktoré je schopnýkolonizovať (Moore et al., 2006; Chapon et al., 2012). Viaceré práce uvádzajú, že gram-negatívnebaktérie v kontaminovaných pôdach prevládajú nad gram-pozitívnymi organizmami, pretože súviac tolerantné ku kovom (Duxbury a Bicknell, 1983; Turpeinen et al., 2004; Margesin et al.,2011) kvôli väčším energetickým požiadavkam než gram-pozitívne baktérie (Abaye et al., 2005).Rovnaké zistenia vyplývajú aj z výsledkov predkladanej práce. Izolovaných gram-negatívnychdruhov bolo 17 a gram-pozitívnych len 7.

Obr. 14 Relatívna početnosť
bakteriálnych kmeňov vo
vzorkách pôdno-popolových
substrátov identifikovaných na
základe PCR analýzy
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Obr. 15 Fylogenetický strom baktérií izolovaných z antropogénnych sedimentov lokality
Zemianske Kostoľany na základe porovnania 16S rRNA a ich percentuálna podobnosť s druhmi
uloženými v databáze GenBank (www.http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
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Dominantné postavenie rodu Pseudomonas v silne znečistených prostrediach (napr. pôdykontaminované PAU, ťažkými kovmi z ťažby rúd, z čistiarenských kalov) je možné nájsťv prácach Abaye et al. (2005), Máthé et al. (2012), Shi et al. (2013) a mnohých ďalších.Dominancia rodu Pseudomonas ako aj gram-negatívnych druhov v skúmaných vzorkách korelujes výsledkami práce Abaye et al. (2005), ktorí sledovali zmeny v mikrobiálnom spoločenstveornej pôdy zapríčinené dlhodobou kontamináciou kovmi z čistiarenských kalov. Účinky relatívnenízkych koncentrácií ťažkých kovov (podobné obsahy Cu, Zn a Ni ako v prípade vzoriekzo Zemianskych Kostolian) spôsobili zníženie počtu gram-pozitívnych baktérií. Takmer 40 rokovpo kontaminácii gram-negatívne baktérie dominovali bakteriálnemu spoločenstvu v pôdachkontaminovaných ťažkými kovmi.Druhým najpočetnejším kmeňom v kontaminovaných pôdach v Zemianskych Kostoľanoch bolkmeň Firmicutes zastúpený druhmi rodu Bacillus, ktorý je bežnou súčasťou pôdy a jeho kľúčováúloha spočíva v produkcii extracelulárnych hydrolytických enzýmov, ako sú celulázy a xylanázy,ktorými dochádza k degradácii organickej hmoty. Taktiež je schopný vytvárať spóry, ktoréposkytujú značnú ochranu pred nepriaznivými podmienkami prostredia (Chapon et al., 2012).Rezistenciu druhu Bacillus cereus voči Zn a Cr v kontaminovaných pôdach uvádza Piotrowska-Seget et al. (2005) a Camargo et al. (2005). Mnohé práce uvádzajú práve kmeň Firmicutes akodominantný kmeň v kontaminovaných pôdach. Zaujímavé výsledky priniesla štúdia Valverde etal. (2011), v ktorej autori skúmali diverzitu a štruktúru spoločenstva kultivovateľnýchAs-rezistentných baktérií v pôdach taktiež dlhodobo (viac ako 20 rokov) znečistených banskouhlušinou z bane na volfrám a cín, kde vplyvom zrážok dochádza k narastaniu obsahu arzénu voväčších hĺbkach. Prevládajúcimi As-rezistentnými baktériami v týchto pôdach boli Firmicutes(60,6 %) (hlavne Bacillus spp.) nasledovaný γ-Proteobacteria (predovšetkým Pseudomonas spp.).
Pseudomonas bol hlavným rodom v najmenej kontaminovanej vzorke. Práca uvádza posunsmerom k prevahe gram-pozitívnych baktérií (Firmicutes) v súvislosti s vysokou koncentráciouarzénu v pôde. Podobné zistenia uvádzajú aj Ellis et al. (2003). Rozdiely v relatívnej abundanciirozličných taxonomických skupín v pôdach kontaminovaných ťažkými kovmi (hlavne Cu, Zn, Pb,As) korelovali s obsahom kovov vo vzorkách. Obzvlášť v prípade kmeňa Firmicutes (najmä
Bacillus sp.), ktorý mal vyššiu relatívnu abundanciu v najviac kontaminovaných vzorkách, zatiaľčo γ-Proteobacteria (hlavne Pseudomonas sp. a Xanthomonas sp.) mali zvýšenú relatívnuabundanciu v najmenej kontaminovaných vzorkách.Dominantné postavenie kmeňa Firmicutes sa objavuje aj v rádioaktívnych pôdach Černobylu,kde bolo izolovaných viac ako 200 kultivovateľných izolátov, ktoré patrili do oddelení
Firmicutes, Actinobacteria, α-, β-, γ-Proteobacteria a Bacteroidetes (Chapon et al., 2012). Kmeň
Firmicutes tvoril 65 % z kultivovateľných populácií s izolátmi patriacimi do rodov Bacillus,
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Brevibacillus, Cohnella, Lysinibacillus, Paenibacillus, Sporosarcina a Staphylococcus. Druhýmnajviac zastúpeným kmeňom bol Proteobacteria (20 % izolátov) s rodmi Burkholderiaa Pseudomonas.
Tab. 17 Diverzita baktérií v kontaminovaných pôdno-popolových vzorkách

Dva izoláty reprezentovali kmeň Bacteroidetes, a to Chryseobacterium sp. a bližšie neurčený druh
Bacterium sp.. Dvoma druhmi a zároveň aj dvoma izolátmi bol zastúpený kmeň Actinobacteria:

Rhodococcus erythropolis a Streptomyces sp. Kmeň Actinobacteria je taktiež bežnou skupinouv pôdach. V práci Margesin et al. (2011) tvorili spolu s kmeňom Proteobacteria hlavnú aktívnubakteriálnu zložku v pôdach kontaminovaných ťažkými kovmi. Rody Rhodococcus

Identifikované izoláty podľa 16S rRNA Vzorka(číslo izolátu z databázy GenBank) 1 2 3 4 5 6
ActinobacteriaKP289264 Streptomyces sp. ZK-30 100% - - - + - -KP289278 Rhodococcus erythropolis ZK-24 100% - - + - - -
BacteroidetesKP289265 Chryseobacterium sp. ZK-25 100% - - - + - -KP289266 Bacterium sp. ZK-3 100% - - + - - -

FirmicutesKP289279 Bacillus cereus ZK-27 100% - + - - - -KP289267 Bacillus cereus ZK-28 100% - - - + + -KP289268 Bacillus pumilus ZK-29 100% - - + - - -KP289269 Uncultured Firmicutes bacterium clone ZK-1 100% - + - - - +KP289270 Uncultured bacterium clone ZK-2 100% + - - - - -
Proteobacteria (Gammaproteobacteria)KJ541679 Pseudomonas baetica ZK-20 100% - - - - + -KJ541677 Pseudomonas fluorescens ZK-6 100% - - + - - -KJ541675 Pseudomonas chlororaphis ZK-1 100% - - - + - -KP289273 Pseudomonas chlororaphis ZK-22 100% - - - - + -KP289274 Pseudomonas koreensis ZK-12 100% + - - + - -KJ541676 Pseudomonas putida A ZK-5 100% + - - - - -KJ541678 Pseudomonas reinekei ZK-19 100% - - - + - -KJ671466 Pseudomonas sp. ZK-9 100% + + + + + +KP289277 Pseudomonas sp. ZK-17 100% - - + - - -KP289271 Pseudomonas sp. ZK-18 100% - - + - - -KP289280 Pseudomonas sp. ZK-23 100% - + - + - +KP289272 Pseudomonas sp. ZK-21 100% - - - - + -KP289275 Bacterium ZK-26 100% + - - - - -KP289276 Uncultivable soil bacterium clone ZK-36 100% + - - - - -
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a Streptomyces boli detekované v pôdach kontaminovaných nielen ťažkými kovmi, ale ajrádioaktívnymi prvkami (Chapon et al., 2012). Rhodococcus je bežný bakteriálnymikroorganizmus, ktorého výskyt bol dokázaný v rôznych typoch pôd, antropogénnychsedimentoch, kaloch, v sladkej i slanej vode (Finnerty, 1992; Warhurst a Fewson, 1994;Poelarends et al., 2000). Niektoré druhy Rhodococcus sú patogénne a môžu spôsobiť celú radurôznych infekcií a ochorení rastlín, živočíchov i ľudí (Prescott, 1991; Soedarmanto et al., 1998;Morton et al., 2001; Weinstock a Brown, 2002; Fhitri et al., 2012). Biotechnologicky významnouvlastnosťou rady druhov je schopnosť degradovať alifatické a polycyklické uhľovodíky, steroidy,lignín, chlórované fenoly, nitrované aromatické zlúčeniny, niektoré pesticídy i polychlórovanébifenyly (Grund et al., 1992; Warhurst a Fewson, 1994; Bell et al., 1998; Egorova et al., 2011).Príkladom biotechnologických vlastností tohto kmeňa je potvrdená schopnosť biolúhovaniai bioakumulácie iónov toxických kovov, vrátane rádioaktívnych (Ivshina et al., 2002). Vďakaschopnosti degradovať tak široké spektrum látok sa kmeň využíva v bioremediačných procesocha rastie jeho význam predovšetkým v oblastiach modernej environmentálnej a priemyselnejbiotechnológie (Kurosawa et al., 2010; Song et al., 2011; Vojtková et al., 2012; Ivshina et al.,2013).Máthé et al. (2012) uvádzajú druh Rhodococcus erythropolis medzi najlepšími baktériamidegradujúcimi široké spektrum uhľovodíkov (BTX, PAU) a taktiež k druhom s najvyššourezistenciou voči Pb2+, Zn2+ a Cu2+. Aeróbne aktinobaktérie rodu Streptomyces sú poprednév degradácii zložitých organických zlúčenín (Moore et al., 2006). Niekoľko kmeňov rodu Bacillusa Pseudomonas boli skúmané aj pre ich schopnosti zvyšovať mobilitu kovov a akumuláciu Cdrastlinou Brassica juncea (Salt et al., 1995).Tri z 23 izolátov boli identifikované ako ťažko kultivovateľné druhy. Dva druhy patrili do kmeňa
Firmicutes a jeden do kmeňa Proteobacteria. Trinásť zo šesťdesiattri počiatočných izolátov(20,63 %) sa nepodarilo identifikovať.Identifikované kultivovateľné baktérie boli zastúpené bežnými rodmi v pôde. Vo všetkýchskúmaných substrátoch boli prítomné kmene Proteobacteria a Firmicutes (tab. 17). Druhykmeňa Proteobacteria tvorili dominantnú časť vo väčšine vzoriek. Vo vzorke č. 4p s najväčšímcelkovým obsahom arzénu (Astot = 634 mg.kg-1) tvoril hlavný podiel kmeň Proteobacteria. Ajnapriek vysokému celkovému obsahu arzénu vo vzorkách č. 3 (Astot = 193 mg.kg-1) a č. 4(Astot =230 mg.kg-1), sú vzorky oproti ostatným substrátom druhovo aj kmeňovo rozmanitejšie. Súčasťich spoločenstva tvoria aj kmene Actinobacteria a Bacteroidetes (tab. 17).Zaujímavým zistením je, že hoci vzorka č. 6 predstavuje substrát odobratý z poľnohospodárskyvyužívanej pôdy s pravidelným hnojením, identifikované boli len dva druhy rodu Pseudomonasa jeden ťažko kultivovateľný druh rodu Bacillus. Naproti tomu, vzorka č. 5 z väčšej hĺbky,
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popolového charakteru a s najvyšším obsahom arzénu (Astot = 634,00 mg.kg-1) obsahovala5 druhov identifikovaných baktérií patriacich do 2 kmeňov. Pozoruhodná je vzorka č. 3, ktorútvorí taktiež hlavne pochovaný popol. Identifikovaných bolo 7 druhov patriacich do 4 kmeňov.Porovnaním diverzity v jednotlivých substrátoch sa dá konštatovať, že skúmané vzorkypochádzajúce z nivnej terasy využívanej ako pasienok (vzorka č. 1, 3, 4 a 5) boli druhovorozmanitejšie ako vzorka z poľnohospodárskej pôdy (vzorka č. 6).K hlavným faktorom, ktoré ovplyvňujú mikrobiálnu diverzitu v pôde patria fyzikálno-chemickévlastnosti pôdy, zrnitosť, obsah organickej hmoty, druh pestovaných plodín, vegetácia a typvyužitia pôdy (poľnohospodárska pôda, lúky, tropický les, pastviny,...) (Nusslein a Tiedje, 1999;Kozdrój a van Elsas, 2001; McCaig et al., 2001; Webster et al., 2002; Clegg et al., 2003; Drijber etal., 2000; Garbeva et al., 2004).Jedným z možných vysvetlení nízkej diverzity vo vzorke č. 6 je, že daná vzorka, bola odoberanáz poľa, z vrchnej vrsty pôdy (0 – 15 cm) bez vegetačného pokryvu, po zbere poľnohospodárskejplodiny a čerstvo zoraná. Oraním došlo k zničeniu pôvodného rozvrstvenia mikroorganizmov.Vyšší počet izolátov by sa pravdepodobne zistil z väčšej hĺbky, ktorá bola menej zasiahnutápoľnohospodárskymi postupmi. V práci Grantina et al. (2011) bola najvyššia diverzitav poľnohospodárskych pôdach s konvenčným poľnohospodárstvom zaznamenaná až v hĺbke30 – 35 cm. Diverzita v hĺbke 10 až 30 cm bola podobná alebo o niečo vyššia, ako v hornej vrstvepôdy. Wuczkowski et al. (2003) pozorovali najväčšiu diverzitu kultivovateľnýchmikroorganizmov v hornej vrstve lesnej pôdy (0 – 15 cm). Táto vrstva pôdneho profilu jecharakterizovaná ako zóna najvyššieho rozkladu organického materiálu. Nižšiu druhovúdiverzitu mikroorganizmov v poľnohospodárskej pôde, v porovnaní napr. s lesnou pôdou alebobývalými poľnohospodárskymi pôdami, uvádza aj Grantina et al. (2011). Inou možnosťou nízkejdiverzity vo vzorke č. 6 je toxické pôsobenie prítomnej Hg, ktorej celkové koncentrácie súv danej vzorke najvyššie (Hassen et al., 1998).Nízka druhová diverzita vo vzorke č. 2, ktorá obsahuje relatívne najmenej As (93 mg.kg-1), podľavšetkého súvisí taktiež so slabou vegetačnou pokrývkou vyskytujúcou sa na danom mieste.Ďalším možným vysvetlením je vyšší obsah ílovej frakcie oproti ostatným vzorkám. Nižšiudiverzitu baktérií v ílovitých pôdach (7 kmeňov) oproti piesčito-hlinitým pôdam (20 kmeňov)uvádza Piotrowska-Seget et al. (2005). Rozdiel súvisel s pôsobením vyšších koncentrácií ťažkýchkovov (celkové obsahy aj rozpustné frakcie) v ílovitej pôde.Z výsledkov PCR analýzy sa nedá presne povedať, či zistená štruktúra bakteriálnehospoločenstva je výsledkom dlhodobého pôsobenia arzénu v pôdach a či došlo k rozvinutiurezistencie prítomných druhov voči arzénu a k potlačeniu citlivejších druhov. Aj keď, akouvádzajú mnohé práce (napr. Cai et al., 2009), dlhodobá kontaminácia pôd arzénom
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pravdepodobne viedla k rozvoju rezistentných druhov. Jednou z možných alternatív je, žecelková výsledná štruktúra spoločenstva baktérií súvisí pravdepodobne aj s nízkou biologickoudostupnosťou As v daných pôdach, ktorá bola zistená nielen stanovením vodorozpustnéhopodielu As v daných pôdach (menej ako 4 hm. %), ale aj na základe jednokrokovej extrakcies roztokom 1M NH4NO3 pre určenie ľahko prístupných foriem prvkov zo vzoriek pre rastliny(0,33 hm. % uvoľneného As) (Jurkovič et al., 2011). Túto hypotézu podporuje práca Turpeinenet al. (2004), v ktorej taktiež sledovali dlhodobú kontamináciu pôd As, Cr a Cu z továrne naimpregnáciu dreva. Bioprístupné obsahy As v pôdach (vodorozpustná frakcia) boli podobnenízke ako v prípade pochovaných sedimentov v Zemianskych Kostoľanoch. Z pôd odobratýchz okolia továrne, kde bola prevádzka cca 30 rokov zrušená, boli vodorozpustné podiely As 5,1 %resp. 8,8 %. Pôda pri továrni, ktorá bola uzavretá len 2 roky pred odberom, obsahovala až 42 %vodorozpustného podielu As. Hoci v pôde s 30 ročnou záťažou bola diverzita As-rezistentnýchizolátov pravdepodobne kvôli nízkej biologickej dostupnosti a toxicite As nízka, celkovádiverzita baktérií bola vyššia ako v pôdach, kde bola vysoká rozpustnosť a bioprístupnosť As.Množstvo, biomasa alebo činnosť pôdnych organizmov môžu byť ovplyvnené rôznymi faktormiživotného prostredia (napr. teplota, obsah vody, hodnota pH) a nielen vplyvom ťažkých kovov.Preto je niekedy ťažké posúdiť vplyv kovov na mikroorganizmy kvôli problému oddeleniatoxického účinku kovu od ostatných faktorov životného prostredia (Diaz-Raviña a Bååth, 1996).Macdonald et al. (2010) uvádza, že význam vplyvu faktorov na štruktúru spoločenstva baktériíklesá v poradí pôdny typ > zdroj kovu > koncentrácia kovu. Chodak et al. (2013) považujúhodnotu pH pôdy za hlavný faktor ovplyvňujúci štruktúru a aktivitu mikrobiálnehospoločenstva. Vplyv vysokých obsahov ťažkých kovov bol slabší v porovnaní s inýmivlastnosťami pôdy. Sandaa et al. (2001) skúmali vplyv dlhotrvajúcej kontaminácie ťažkýmikovmi z odpadových kalov na mikrobiálne spoločenstvá. Výsledky neukázali výrazný rozdielv štruktúre spoločenstiev porovnaním pôd s nízkym obsahom ťažkých kovov s pôdamis vysokým obsahom ťažkých kovov.Hoci sa pre izoláciu čo najväčšieho počtu druhov baktérií v daných substrátoch použiliuniverzálne aj selektívno-diagnostické živné médiá, množstvo kultivovateľnýchmikroorganizmov je menšie ako 1 % z mikroorganizmov pozorovaných pod mikroskopom(Torsvik a Øvreås, 2002). Väčšina pôdnych mikroorganizmov je nedetekovateľná, pretože ichpožiadavky na živiny sú buď neznáme alebo ich nevieme zachytiť súčasnou technikou.
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5. ENVIRONMENTÁLNY VÝZNAM MIKROORGANIZMOV

V PROCESOCH BIOTRANSFORMÁCIE POTENCIÁLNE TOXICKÝCH PRVKOV

Mikroorganizmy sú v kontaminovanom prostredí vystavené pôsobeniu celej radykovových iónov, ktoré priamo či nepriamo ovplyvňujú všetky fázy ich bunkového cyklu. Toxicitaa environmentálny dopad rôznych chemických prvkov môžu byť veľmi variabilné v závislosti nafyziológii mikroorganizmu, na chemicko-fyzikálnych vlastnostiach prvku i na jeho finálnejkoncentrácii v prostredí. V prípade bakteriálnych buniek sa pôsobenie kovu odlišne prejavujetaktiež v závislosti od rodu i druhu a súvisí i s rastovou fázou bakteriálnej kultúry. Mieranebezpečenstva ťažkých kovov v pôde vyplýva z ich relatívnej mobility a bioprístupnosti, ktorézávisia od pôdnych charakteristík, ako je hodnota pH, mineralógia, štruktúra a obsahorganických látok, ako aj od zdroja a množstva ťažkých kovov v pôde (Lofts et al., 2004). Roaneet al. (2009) klasifikovali kovy do 3 skupín na základe ich biologických funkcií a účinkov:- esenciálne kovy so známymi biologickými funkciami (Na, K, Mg, Ca, V, Mn, Fe, Co, Ni, Cu,Zn, Mo, W), ktoré hrajú dôležitú úlohu pri stabilizácii molekúl v základných oxidačno-redukčných procesoch metabolizmu, alebo sú súčasťou rôznych enzýmov a uplatňujú sapri regulácii osmotických javov,- toxické kovy (Ag, Cd, Sn, Au, Hg, Ti, Pb, Al a metaloidy As, Ge, Sb, Se)- neesenciálne, netoxické kovy so žiadnym známym biologickým účinkom (Rb, Cs, Sr).Mechanizmy, ktorými sa ióny kovov viažu k bunkovým povrchom, zahŕňajú elektrostatickéinterakcie, Van der Waalsove sily, kovalentnú väzbu, redoxné reakcie a extracelulárne zrážaniealebo kombináciou týchto procesov (Blanco et al., 2000).Toxicita sa prejavuje nad určitou hranicou koncentrácie, ktorá sa mení v závislosti od typuorganizmu i od fyzikálno-chemických vlastností kovu. Toxické kovy vytvárajú s esenciálnymiprvkami v bunkách baktérií kovalentné i iónové väzby a môžu sa uplatniť v čiastkovýchmetabolických procesoch. V určitých koncentráciách však môžu pôsobiť letálne –poškodzovaťbunkové membrány, menit špecifickosť enzýmov, viesť k narušeniu bunkových funkciía vyvolávať mutácie DNA (Gadd, 1993; Adams et al., 2001). Ochiai (1997) uvádza všeobecnýmechanizmus toxicity iónov kovov: blokovanie esenciálnych biologických funkčných skupín vbiomolekulách, najmä v proteínoch a enzýmoch, nahradenie esenciálneho iónu kovuv biomolekulách a pozmenenie aktívnej štruktúry biomolekúl, čo vedie k strate špecifickejčinnosti. Mikroorganizmy majú voči takýmto kovom vyvinuté rezistenčno-adaptačnémechanizmy vedúce k eliminácii ich vplyvu, napr. uzavretie permeability membrán, intra(extra)-celulárna tvorba komplexných zlúčenín a enzymatická detoxikácia vedúca k zníženiu senzitivity
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buniek voči kovovým iónom. Organizmy odpovedajú na stres vyvolaný ťažkými kovmi rôznymiobrannými systémami, napr. vylučovaním, tvorbou komplexov a syntézou adaptativnýchkomplexov (metalothioneiny a chelatíny) (Rajendran et al., 2003).Pochopenie mechanizmov rezistencie a stratégie detoxikácie na bunkovej úrovni je pre procesysmerujúce k odstráneniu kovov kľúčové a umožňuje širšie praktické aplikácie mikroorganizmovv procesoch vedúcich k odstráneniu toxických kovov z prostredia (Bruins et al., 2000; McKinney,2004).
5.1 Interakcie mikroorganizmov s potenciálne toxickými prvkami

Mikrobiálne spoločenstvá hrajú dôležitú úlohu prostredníctvom rôznych funkcií, napr. zaisťujúkolobeh mnohých prvkov v prostredí, alebo sa podieľajú na humifikačných a mineralizačnýchprocesoch, na vzniku a udržiavaní pôdnej štruktúry, na rozklade hnojív, pesticídov a ďalšíchnežiaducich látok (Nannipieri et al., 2003). Baktérie sú mikroorganizmy s vysokou adaptabilitouna zmeny fyziologických podmienok, a táto schopnosť im umožňuje existovať i v extrémnychpodmienkach, ktoré už nevyhovujú iným organizmom. Prítomnosť baktérií bola opakovanepreukázaná v antropogénne zaťažených pôdach, v kyslých vodách, v technogénnych zeminách,v sedimentoch odkalísk a lagún (Jurkovič et al., 2014; Peťková et al., 2014; Vojtková et al., 2014a;Vojtková, 2014b; Šimonovičová et al., 2016).Prítomnosť ťažkých kovov nepriaznivo vplýva na rast, morfológiu a biochemické aktivitymikroorganizmov, znižuje množstvo pôdnej mikrobiálnej biomasy (Brookes a McGrath, 1984;Chander et al., 1995), a rôzne enzymatické činnosti, čo vedie k zníženiu funkčnej rozmanitostipôdneho ekosystému (Kandeler et al., 1996; Roane a Kelloqq, 1996) a zmenám v štruktúremikrobiálneho spoločenstva (Witter et al., 2000; Abaye et al., 2005; Frey et al., 2006).Na negatívne zmeny v prostredí reaguje spoločenstvo mikroorganizmov zmenou svojejekologickej stability – denzity aj diverzity, ktorá vedie v rámci ekosystému k dekompenzačnýmprocesom. Stresové faktory sa prejavujú na mikroorganizmoch deformáciamimikromorfologických štruktúr i fyziologických charakteristík, časté sú aj zmeny na ichmolekulárnej úrovni (Beňová, 2004; Šimonovičová, 2013).Na druhej strane, pôsobenie potenciálnych prvkov môže viesť k vývoju kov-tolerantnýcha rezistentných mikrobiálnych populácií (Haq a Shakoori, 2000; Roane a Pepper, 2000; Ellis etal., 2003; Camargo et al., 2005).
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5.1.1 Bunkové zložky a procesy ovplyvňujúce mobilitu a imobilitu PTPSpôsoby, akými mikroorganizmy interagujú s toxickými kovmi, sú veľmi rôznorodé (obr. 16).Mechanizmus odstraňovania kovov, ktorý je závislý od metabolizmu, zahŕňa precipitáciu kovovako sulfidy, komplexáciu siderofórmi a ďalšími metabolitmi, sekvestráciu kov-viažucimiproteínmi a peptidmi, transportom na intracelulárne časti (White et al., 1995). K ďalšímmechanizmom, ktoré majú mikroorganizmy vyvinuté ako odpoveď na prítomnosť ťažkýchkovov patrí: transport cez bunkovú membránu, biosorpcia na bunkovú stenu, zachyteniev extracelulárnych kapsulách, precipitácia a oxidačno-redukčné reakcie (Avery a Tobin, 1993;Brady et al., 1994; Brady a Duncan, 1994; Veglió et al., 1997; Veglió a Beolchini, 1997; Malik,2004).

Obr. 16 Schéma znázorňuje procesy prispievajúce k mikrobiálnemu príjmu a detoxikácii toxických
kovov. Lokalizácia niektorých procesov (najmä enzýmové a redoxné reakcie) je neistá
a predpokladané umiestnenia sú naznačené. Tie sa môžu líšiť medzi skupinami, kmeňmi a druhmi
prokaryotických a eukaryotických organizmov (Gadd aWhite, 1993).
Bunková stena je prvá časť bunky, ktorá prichádza do kontaktu s iónmi kovov v roztoku. Jejzákladnými stavebnými súčasťami sú peptidoglykan (murein) a teichoová kyselinau grampozitívnych baktérií, u gramnegatívnych buniek taktiež fosfolipidy, lipoproteínya lipopolysacharidy (obr. 17).
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Obr. 17 Rozdiely v stavbe bunkovej steny u grampozitívnych a gramnegatívnych baktérií (BiologyForums Gallery, www. biology-forums.com)
Primárne interakcie, ktoré prebiehajú medzi kovovými iónmi a bunkami baktérií, súpodmienené účasťou funkčných skupín, predovšetkým karboxylových skupín –COO– a –COOH,aminoskupiny –NH2, tiolovej (sulfhydrylovej) skupiny –SH, fosfátovej skupiny –(PO4)3–a hydroxylovej skupiny –OH. Fosfátové, karboxylové a hydroxylové funkčné skupiny kyselína proteínov prítomných v bunkovej stene majú zásadnú úlohu, pretože umožňujú väzbu kovurôznymi mechanizmami, predovšetkým iónovou výmenou alebo tvorbou kovaletných väzeb. Ichpomer môže byť výrazne ovplyvnený prítomnosťou katiónov v okolitom prostredí, ktoré môžedobre reprezentovať nutričné (kultivačné) médium. S týmto pomerom súvisí pevnosť väziebkovov na bunkový povrch i spôsob príjmu kovu bunkou. Mnohé kovy, napr. Fe, Zn, Cu, Pb, Hg, Usa veľmi rýchlo viažu na stavebné súčasti bunkových stien, v rôznej miere v závislosti od druhukovu. Pokiaľ sú v roztoku prítomné viac ako dva kovy, katión, ktorý vytvára najstabilnejšíkomplex s polymérom, je prednostne viazaný, pričom ostatné katióny zostávajú v roztoku(Volesky a Holan, 1995; Volesky, 2007).Experimentálnym spôsobom bolo dokázáné, že aminoskupiny a karboxylové skupiny, prítomnév bunkovej stene, zohrávajú významnú úlohu pri biosorpcii kovových iónov Pb, Cd a Cubiomasou mikromycét na rozdiel od fosfátových skupín a lipidových frakcií (Kapoora Viraraghavan, 1995). Aktivita funkčných skupín v procesoch biosorpcie je však rozdielna.V súvislosti s bakteriálnou elimináciou kovov z odpadových vôd z procesov textilného farbeniabola potvrdená primárna úloha aminoskupiny –NH2 pri väzbe iónov kovov, karboxylovéa fosfátové funkčné skupiny tento proces inhibovali (Han a Yun, 2007).
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Kovy môžu byť uložené na povrchu alebo vo vnútri štruktúry bunkovej steny pred interakcious cytoplazmatickým materiálom alebo inými bunkovými časťami (Gadd, 1990). Príjem kovovbunkovou stenou je založený na dvoch mechanizmoch: príjem riadený funkčnými skupinami(napr. fosforečnanmi). Druhý mechanizmus príjmu vychádza z fyzikálno-chemickýchanorganických interakcií usmerňovaný adsorpčnými javmi. Mechanizmus odstraňovaniarádionuklidov vyplýva z kombinácie oboch procesov, kým pre ťažké kovy je dôležitý prvýmechanizmus (Kapoor a Viraraghavan, 1995). Tiež bunkové steny mikroskopických húbobsahujú chitín a chitosan, ktoré sú schopné sekvestrovať/zadržať ióny kovov (Muzzarelli,1979; Tsezos, 1983).
Kapsuly alebo tenké vrstvy sú dôležitými mikrobiálnymi zložkami z hľadiska viazania kovov.Melaníny predstavujú tmavo-hnedé alebo čierne pigmenty a nachádzať sa môžu na bunkovýchstenách alebo sú ich súčasťou, napríklad v podobe zŕn (Bell a Wheeler, 1986). Tieto zložkyobsahujú rôzne funkčné skupiny, ktoré poskytujú veľký počet väzbových miest pre ióny kovov(Fogarty a Tobin, 1996), a tým majú významnú úlohu pri znižovaní ich koncentrácií vovonkajšom prostredí bunky (Rizzo et al., 1992). Väčšina týchto zložiek je zloženáz polysacharidov, glykoproteínov a lipopolysacharidov, ktoré môžu byť spojené s proteínmi(White et al., 1995). Fenolické polyméry a melaníny u mikroorganizmov obsahujú fenolovéjednotky, peptidy, sacharidy, alifatické uhľovodíky a mastné kyseliny a z tohto dôvodu majúmnožstvo potenciálnych miest schopných viazať kovy (Senesi et al., 1987; Sakaguchi a Nakajima,1987).
Metalotioneíny, bielkoviny bohaté na cysteín, sú schopné izolovať a následne akumulovať iónykovov. Tieto malé polypeptidy viažu esenciálne kovy ako Cu a Zn, podobne ako neesenciálnekovy (Cd) (White et al., 1995). Prvý krát boli popísané v roku 1957 ako hlavné proteíny viažucekadmium v extrakte z kôrovej vrstvy obličiek koňa (Margoshes a Vallee, 1957). Ide o proteínys nízkou molekulovou hmotnosťou, ktoré obsahujú značné množstvo cysteínových zvyškova majú vysokú afinitu ku kovovým iónom. Metalothioneíny boli postupne izolované z ďalšíchorganizmov vrátane cicavcov, kvasiniek, rias a húb (Butt a Ecker, 1987). Taktiež v bunkáchčloveka bolo preukázaných najmenej 16 génov pre metalothioneíny, ktoré sú exprimovanénajčastejšie v ľudskej pečeni, obličkách, črevách, slinivke a mozgu (Coyle et al., 2002; Robinsonet al., 2001). Metalothioneíny, ktoré bunky produkujú, možu mať hneď niekoľko funkcií:zaisťujú detoxikáciu nadbytku kovových iónov (napr. Zn2+, Cu2+ a Cd2+), môžu akumulovaťnadbytočné kovové ióny (ktoré môžu byť mobilizované v podmienkach s limitujúcoukoncentráciou daných prvkov), môžu mať funkciu kovových chaperónov, ktoré dodávajú doproteínov esenciálny kov, prípadne môžu mať funkciu antioxidantov, ktoré vychytávajúkyslíkové radikály (Palmiter, 1998). V súčasnej dobe sú metalothioneíny rozdelené s ohľadom
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na primárnu štruktúru do troch základných tried: metalothioneíny cicavcov (trieda MT-I),bakteriálne formy metalothioneínov (trieda MT-II) a metalothioneíny rastlín (trieda MT-III)(Zelená et al., 2004). Pre všetky metalothioneíny je charakteristický nielen vysoký obsahaminokyseliny cysteínu, ale i väzba kovových iónov pomocou thiolátov a tvorba cysteinyl-thiolátových klastrov s charakteristickým priestorovým usporiadaním (Vodičková et al., 2001).Napríklad sa zistilo, že metalothioneíny pseudomonád (P. putida KT2440 a P. aeruginosa), ktoréboli identifikované na základe sekvenovania ich genómu, obsahujú v priemere oveľa dlhšiereťazce aminokyselín než u iných baktérií, co môže zohrať významú úlohu práve pri väzbe iónovkovov (Robinson et al., 2001). Príklad: jedna molekula pseudomonádového metalothioneínu jeschopná viazať 3 – 4 atómy zinku oproti methalothioneínu z baktérie E. coli, ktorý viaže lenjeden atóm zinku (Blindauer et al., 2001); u pseudomonád však nebol doposiaľ identifikovanýžiadny regulačný proteín (Cánovas et al., 2003). V rastlinách je ich tvorba indukovaná rôznymistresovými faktormi, ako sú ťažké kovy, tepelný šok, rastlinné hormóny a poranenie. Tvorbatýchto bielkovín v baktériách sa využíva pre zvýšenie zadržiavania kovov mikroorganizmamia biotechnologicky sa aplikuje pri odstraňovaní ťažkých kovov z odpadových a podzemných vôd(Demnerová a Macková, 2006). Príkladom ich pôsobenia je sprostredkovanie Cu-rezistenciev Saccharomyces cerevisiae (Fogel et al., 1988).
Siderofóry sú nízkomolekulárne koordinačné zlúčeniny Fe (III), ktoré sú extrahovanémikroorganizmami, najmä baktériami a hubami, pre akumuláciu železa z prostredia v Fe-limitujúcich podmienkach. Hoci sú siderofóry a ich analógové zložky špecifické pre Fe (III), môžuvytvárať komplexy aj s inými kovmi (Ga (III), Cr (III), Mg, Mn, Sc, In, Ni, U a Th (Premuzic et al.,1985; Hausinger, 1987; Macaskie a Dean, 1990; Birch a Bachofen, 1990).
Fytochelatíny (γ-glutamyl peptidy) sú krátke peptidy zúčastňujúce sa na detoxikácii ťažkýchkovov v riasach, rastlinách a niektorých hubách (Mehra a Winge, 1991; Gadd, 1993).Koreňmi rastlín a hubovými vláknami sú do pôdy uvoľňované šťaveľany a citráty. Tietonízkomolekulové organické kyseliny sú schopné vytvárať stabilné komplexy s mnohými kovmiv roztoku (White et al., 1997). Šťaveľan vápenatý je najčastejšie sa vyskytujúcou formoušťaveľanu v prostredí, väčšinou ako dihydrát (weddellit) alebo stabilnejší monohydrát(whewellit) (Gadd, 1999). Kryštály šťaveľanu vápenatého sú zvyčajne spojené s voľne žijúcimi,patogénnymi a rastlinnými symbiotickými hubami a vznikajú precipitáciou rozpustenéhovápnika (Gadd, 1999; Gharieb et al., 1998). Vytvorenie šťaveľanu vápenatého má významnývplyv na biogeochemické procesy v pôde, pretože pôsobí ako zásobáreň vápnika a ovplyvňujeprístupnosť fosforečnanov. Huby môžu produkovať ďalšie štaveľany s radom rôznych kovova kov-viažúcich minerálov, napr. Cd, Co, Cu, Mn, Sr a Zn (White et al., 1997; Gadd, 1999; Sayer etal., 1999). Kyselina šťaveľová pôsobí zároveň aj ako činidlo pre lúhovanie týchto kovov, ktoré
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vytvárajú rozpustné šťaveľanové komplexy, hlavne Al a Fe, Li, Mn (Strasser et al., 1994). Mnohécitráty kovov sú vysoko mobilné a pomerne ťažko degradovateľné (Francis et al., 1992).
Sulfát-redukujúce baktérie majú nenahraditeľnú funkciu v kolobehu síry v prírodea predstavujú skupinu chemoorganotrofných, striktne anaeróbnych, gramnegatívnycha nespórotvorných (okrem rodu Desulfotomaculum) baktérií. Charakteristická je pre neschopnosť využívať pri anaeróbnych respiračných pochodoch ako akceptory elektrónov sírany,ktoré redukujú na sulfidy, a vzhľadom na túto skutočnosť sa proces nazýva bakteriálna redukciasíranov (Castro et al., 2000). Donorom elektrónov môže byť plynný vodík (autotrofná síranováredukcia): 4 + ⎯⎯ + 2 + 2alebo organický substrát (heterotrofná síranová redukcia):2 + ⎯⎯ 2 + 2 +Sulfát-redukujúce baktérie tak produkujú značné množstvo sírovodíka, ktorý vo vodnomprostredí ľahko reaguje s katiónmi ťažkých kovov za vzniku málo rozpustných sulfidov:+ ⎯ + 2
Prirodzené biologické aktivity sulfát-redukujúcich baktérií popísané uvedenými rovnicami jemožné použiť pri odstraňovaní ťažkých kovov a aj síranov z odpadových vôd. Je to nekonvenčnábiologicko-chemická metóda, ktorá sa z hľadiska mechanizmu akumulácie kovumikroorganizmami klasifikuje ako extracelulárne zrážanie kovov (Luptáková a Kaduková, 2002).Zvýšený záujem o výskum interakcií medzi mikroorganizmami a kovmi podporil aplikáciev oblasti minerálnych biotechnológií, najmä možnosti znovuzískavania cenných kovov z menejkvalitných rúd biolúhovacími procesmi s využitím mikroorganizmov (Gadd, 1993; Gomes et al.,1993; Cervantes et al., 1994; Khoo a Ting, 2001; Kušnierová a Fečko, 2001; Tsuruta, 2004;Vojtková et al., 2012).
5.1.2 Bunkové procesy využívané v remediácii kontaminovaného prostrediaMechanizmy, ktorými mikroorganizmy účinne menia špeciáciu (polo)kovov a tým ovplyvňujúich mobilitu, sú súčasťou prírodných biogeochemických cyklov a sú potenciálom pre in situ a ex

situ bioremediačné procesy tuhých a tekutých odpadov (Gadd, 2000). Bioremediačné schopnostiprirodzeného potenciálu mikroorganizmov spôsobujú transformáciu, mineralizáciu alebokomplexáciu environmentálnych polutantov (obr. 18) (Bollag et al., 2005).
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Obr. 18 Interakcie medzi kovom (M) a mikróbom ovplyvňujúce bioremediáciu (Tabak et al. 2005)
Schopnosť prežívať v podmienkach kontaminácie je u mikroorganizmov zaistená základnýmimechanizmami:– chelatácia prvkov a ich väzba na proteíny,– zmena pH, ktorá podporuje výmenu iónov,– imobilizácia, ktorá vedie k vytvoreniu stabilnejších foriem,– biodegradácia organických komplexov kovov a rádionuklidov,– biometylácia, biovolatilizácia,– biosorpcia cez funkčné skupiny na povrchu buniek,– bioakumulácia a bioprecipitácia.Z hľadiska spôsobu akumulácie kovov mikroorganizmami sa rozlišuje 5 hlavných mechanizmov(Borovec, 1989):– väzba kovu k povrchu bunky (biosorpcia),– intracelulárna (vnútrobunková) akumulácia,– volatilizácia (vyparovanie),– extracelulárna (mimobunková) akumulácia, ktorú predchádza tvorba komplexov kovov,– extracelulárne (mimobunkové) zrážanie kovov.Biotransformácia býva často súčasťou stratégie mikroorganizmov prežiť v životnom prostredínepriaznivé podmienky (prítomnosť ťažkých kovov). Biosorpcia a bioprecipitácia sú väčšinouaplikované v ex situ procesoch.
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BiosorpciaMnožstvo fyzikálno-chemických a biologických mechanizmov určuje odstraňovanie toxickýchkovov, polokovov a rádionuklidov z kontaminovaných odpadov (Frankovská et al., 2010).Fyzikálno-chemické mechanizmy odstraňovania v environmentálnych biotechnológiách, ktorémôžu byť označené všeobecným termínom „biosorpcia“, zahŕňajú fyzikálnu adsorpciu, iónovúvýmenu, tvorbu chelátov, koordinačné a kovalentné viazanie, mikroprecipitáciu, zachyteniea pravdepodobne dochádza aj k oxidačným a redukčným reakciám (Strandberg et al., 1981;Tobin et al., 1990; White et al., 1995; Luptáková a Kaduková, 2002). Sposito (1984) definovalsorpciu ako akumuláciu rozpustených látok na rozhraní medzi vodnou fázou roztoku a pevnoufázou. Iná definícia uvádza biosorpciu ako nepriamu fyzikálno-chemickú interakciu, ktorá samôže vyskytovať medzi formami kovu/rádionuklidmi a bunkovými zlúčeninami biologickýchdruhov (Shumate a Strandberg, 1985). Biomasa je schopná viazať a koncentrovať rôzne látkyz vodných roztokov, a to predovšetkým bunkovým povrchom. Biomasa v tomto prípade zohrávaúlohu adsorbentu (biosorbentu), teda materiálu, na ktorom dochádza k väzbe toxických látok.Látky, ktoré sa v procese biosorpcie viažu na sorbent, sa označujú ako adsorbát (sorbát).Uvedené procesy väzby toxických prvkov môžu byť spájané s mŕtvou i živou biomasou. Nabiosorpciu v živých bunkách pôsobí metabolizmus priamo alebo nepriamo (Tobin et al., 1990).Príjem ťažkých kovov biomasou môže prebiehať aktívne (v závislosti od metabolickej aktivity)známej ako bioakumulácia alebo pasívne (sorpcia alebo komplexácia) označovaná akobiosorpcia (Kapoor a Viraraghavan, 1995). Príjem kovu odumretými bunkami prebiehapasívnym spôsobom, kým živé bunky využívajú oba spôsoby. Pre izoláciu a imobilizáciukovových prvkov sa za výhodnejšie javí použitie neživej biomasy, pretože bolo dokázané, že jejefektivita nie je podmienená rezistenciou organizmu voči toxickým účinkom kovov a polokovov(Volesky, 2003). Biosorpčná kapacita biomasy môže byť ovplyvnená rozsahom fyzikálnycha chemických úprav. Imobilizovaná biomasa udržiava biosorpčné vlastnosti a má množstvovýhod pre rôzne aplikácie (Tobin et al., 1994).Fyzikálno-chemické mechanizmy biosorpcie závisia od existencie rôznych vonkajších faktorov,typu kovu, jeho iónovej formy v roztoku a od typu aktívnych väzbových miest na povrchu bunky(Luptáková a Kaduková, 2002). K hlavným chemickým skupinám v biomase, ktoré sú schopnépodieľať sa na biosorpcii, patria elektronegatívne skupiny ako sú hydroxylové alebosulfhydrylové skupiny, aniónové skupiny ako je karboxylová alebo fosforečnanové skupinya skupiny obsahujúce dusík ako napr. amino skupiny (Tobin et al., 1990).
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Podľa miesta, kde dochádza k odstráneniu kovu z roztoku, je biosorpcia klasifikovaná ako(Veglió a Beolchini, 1997):1. extracelulárna akumulácia/precipitácia,2. sorpcia bunkovým povrchom/precipitácia,3. intracelulárna akumulácia.
Biosorpcia je veľmi rýchly, na metabolizme nezávislý proces a jeho rovnováha je v priebehukinetických experimentov spravidla dosiahnutá v priebehu niekoľkých minút. Významná časťvedeckých štúdií zameraných na problematiku biosorpcie z vodných roztokov, respektívekontaminovaných pôd, sa týka predovšetkým toxických a potenciálne toxických kovov. Pomernedetailne je preskúmaný proces biosorpcie pre vybrané toxické kovy – Pb, Cd, Cr, Cu a Hg (Blancoet al., 1999; Ahalya et al., 2003; Uslu a Tanyon, 2006); avšak v literatúre sa taktiež objavujúštúdie predstavujúce biosorpciu pri odstraňovaní organických polutantov z kontaminovanéhoprostredia (napr. biosorpcia farieb, pesticídov a fenolov) (Aksu et al., 2005; Fu a Viraraghavan,2001). Volesky (2007) uvažuje o aplikácii biosorpcie pri izolácii, resp. purifikácii farmaceutíka protilátok. Zaujímavým aspektom biosorpcie je jej aplikácia pri koncentrácii a spätnomzískavaní vzácnych prvkov ako je napr. Au, Pt, Pd, Ag, U, Th, prípadne lanthanoidy (Godlewska-Zylkiewicz, 2003; Niu a Volesky, 2003; Diniz a Volesky, 2005; Mack et al., 2007).Sorpcia ťažkých kovov biomasou mikroorganizmov bola pozorovaná v rôznej miere a závisí doznačnej miery na parametroch ako je hodnota pH, koncentrácia iónov kovov a biomasy,prítomnosť rôznych ligandov v roztoku a v obmedzenej miere na teplote (Kapoora Viraraghavan, 1995). Aspergillus nidulans ako vhodný adsorbent pre arzén v pôdach potvrdilivo svojej štúdii Maheswari a Murugesan (2009).Využitie zástupcov rodu Pseudomonas ako modelových biosorbentov na báze bakteriálnejbiomasy pri štúdiu mechanizmu biosorpcie je pomerne časté (tab. 18). Väčšinou sa k tomutoúčelu hľadajú nové izoláty zo silne kontaminovaných oblastí. Doteraz bola publikovaná radadruhov, u ktorých bola experimentálne potvrdená možnosť ich zaradenia ako účinnýchbiosorbentov so zaujímavým potenciálom pre odstraňovanie ťažkých kovov z roztokov, a topredovšetkým v porovnaní s biomasou vláknitých húb rodu Rhizopus, Mucor, Aspergillusa Penicillium (Volesky a Holan, 1995; Tobin a Roux, 1998; Čerňanský et al., 2007).V roku 2003 bola publikovaná štúdia zaoberajúca sa sorpčnými schopnosťami inaktivovanejlyofilizovanej bakteriálnej biomasy kmeňa P. putida voči kadmiu, medi, olovu a zinku (Pardo etal., 2003). Práca bola zameraná na stanovenie optimálnych podmienok pre ideálny priebehsorpcií. Pri dodržaní takých podmienok je uvádzaná až 80 % účinnosť v odstránení všetkýchštudovaných kovov.
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Tab. 18 Prehľad bakteriálnych kmeňov Pseudomonas a ich využitie v sorpcii kovov

Bakteriálny kmeň Sorbované kovy Zdroj

P. aeruginosa AT18 Cr(III), Cu(II), Mn(II), Zn(II) Pérez Silva et al. (2009)
P. aeruginosa Zn (II), Pb (II) Yin et al. (2014)
P. aeruginosa Fe(0), Cr (VI), Cd (II) Singh et al. (2013)
P. aeruginosa CA207Ni Ni(II), Co(II) Oyetibo et al. (2013)
P. aeruginosa Cd (II), Cr (VI), Cu (II), Zn (II), Co (II), Hg (II) Hassen et al. (1998)
P. aeruginosa PU21 Hg (II) Chang a Hong (1994)
P. fluorescens biovar II Fe (III), Cd(II), Cu(II), Ni(II), Pb(II), Zn(II), U(IV) Joshi-Tope et al. (1995)
Pseudomonas stutzeri KC As(III), Cd(II), Cr(IV),  Hg(II) Zawadska et al. (2007)
Pseudomonas sp. Ps-6 Cr (VI), Cu (II), Ni (II), Cd (II) Singh et al. (2002)
Pseudomonas sp. Li (I), Mn (II), Zn (II), Fe (III) Vats et al. (2011)
Pseudomonas sp. Cr(VI), Cu(II), Cd(II), Ni(II) Hussain et al. (2004)

Chen et al. (2006) publikovali v roku 2006 štúdiu, v ktorej sledujú biosorpčnú kapacitu kmeňa
P. putida CZ1, ktorý bol izolovaný z rhizosféry kontaminovanej pôdy v severnej oblasti provincieZhejiang v Číne. U kmeňa bola najskôr overená jeho tolerancia voči účinkom kovov i vybranýmantibiotikám, následne bol kmeň aplikovaný v procese biosorpcie medi a zinku. Kmeň P. putidaCZ1 preukázal vysokú kapacitu pre adsorpciu oboch testovaných kovov, bol schopný odstrániťaž 87,2 % Cu a 99,8 % Zn počas aktívneho rastového cyklu so špecifickou biosorpčnou kapacitou24,2 mg.l-1 a 26,0 mg.l-1. V priebehu biosorpčných procesov však bolo sledované poškodeniepovrchu niektorých buniek už pri nízkych koncentráciách kovov v adsorbáte. Vzhľadom k tomu,že uvedený kmeň preukázal rast v prítomnosti zvýšených koncentrácií iónov Cu a Zn, ako ajschopnosť vysokej adsorpcie oboch kovov v aeróbnych podmienkach, bola táto baktérianavrhnutá pre potenciálne použitie v bioreaktoroch, prípadne v procesoch bioremediácie in situvo vodných alebo pôdnych ekosystémoch kontaminovaných uvedenými kovy.Zaujímavá štúdia biosorpčných experimentov na neživej biomase rodu Pseudomonas bolapublikovaná v roku 2004 (Hussain et al., 2004). V tejto práci boli popísané biosorpčnéexperimenty pre ióny Cr(VI), Cu(II), Cd(II) a Ni(II) s použitím rôznych druhov pseudomonádizolovaných z odpadových vôd. Pri porovnávaní reakčnej kinetiky biosorpcie bola zistenánajrýchlejšia väzba u Ni(II), nasledovali ióny Cd(II), Cu(II) a Cr(VI). Dosiahnuté hodnotyodstránenia kovov z roztokov s využitím biosorpcie boli u Cr(VI) 38 % a zvyšovali sa s nárastomkoncentrácie Cr v roztoku. Maximálne účinnosti pre odstránenie Cu(II) boli dosiahnutév prítomnosti Cr(VI) ako binárneho kovu v roztoku (uvádzané sú hodnoty až do výšky 93 %). Priiónoch Cd(II) a Ni(II) boli získané podobné pomery odstránenia, ktoré sa pohybovali v rozmedzí35 – 88 %. Ich maximálne hodnoty však boli dosiahnuté pri oddelenej biosorpcii oboch kovov.
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Získané zistenia potvrdzujú už skôr publikované výsledky (Chang a Hong, 1994; Figueira et al.,1997; Utigikar et al., 2000), ktoré potvrdzujú, že celkové množstvo adsorbovaného kovuv systéme s vyšším počtom kovov je nižšie, než je v systéme s jedným kovom.Štúdia z roku 2007 popisuje biosorpciu iónov Cr(III), Cu(II), Mn(II) a Zn(II) s využitím baktérie
P. aeruginosa AT18 izolovanej z lokality znečistenej ropnými produktami a ťažkými kovmi(Pérez et al., 2007). Výsledky získané v experimentálnych testoch ukázali, že kmeň AT18 mázaujímavé biosorpčné schopnosti, aj keď jeho kapacita pre sorpciu Mn2+ bola hodnotená akonízka (22,39 mg.g-1 biomasy) v porovnaní so sorpciou iónov Cr3+, Cu2+ a Zn2+. Najvyššia hodnotaodstránenia bola sledovaná u chrómu, kde je uvádzaná až 100 % účinnosť pri pH 7 – 7,72.Inou štúdiou, ktorá dokazuje aktivitu kmeňa P. aeruginosa pri biosorpcii kovov, je štúdia z roku2013 (Nagashetti et al., 2013). Biosorpcia bola skúmaná na vzorkách pôd z oblasti Durgapur,West Bengal, ktoré boli zmiešané s rôznymi koncentráciami kovov – chrómom, meďou a zinkom(v úrovni mg.kg-1), do ktorých bol následne inokulovaný bakteriálny kmeň. Po inkubácii bolikovy extrahované a porovnané s rôznymi štandardmi pomocou spektrofotometrickej a titračnejmetódy. Experimentálne výsledky potvrdili, že baktéria P. aeuruginosa odstraňuje chrómefektívne, čo môže byť využité pri znižovaní záťaže prostredia priemyselnými odpadmi.Zaujímavé sú štúdie týkajúce sa biosorpcie vzácnych kovov z vodných roztokov. Tsuruta (2004)popisuje vysoké schopnosti biosorpcie zlata u niektorých gramnegatívnych bakteriálnychkmeňov, medzi ktorými uvádza taktiež kmeň P. aeruginosa a P. maltophilia. Práveu bakteriálneho kmeňa P. maltophilia bola preukázaná vysoká adsorpčná schopnosť zlata, ktoráje ovplyvnená hodnotou pH roztoku, vstupnou koncentráciou zlata a množstvomimobilizovaných bakteriálnych buniek (zlato adsorbované na imobilizovaných bunkách je potomľahko desorbované 0,1 M roztokom thiomočoviny). Autor uvádza, že imobilizované bunkykmeňa P. maltophilia môžu byť v biosorpčne-desorpčných systémoch opakovane použité.V roku 2011 bol v Číne a USA patentovaný bakteriálny kmeň P. alcaliphila MBR CGMCC 2318 (Liet al., 2011) so širokou schopnosťou znižovať a adsorbovať kovové a nekovové ióny vrátaneniektorých vzácnych a drahých kovov ako Au(I), Ag(I), Pd(II), Pt(0), Pt(II), Rh(III)a rádioaktívnych prvkov – U(IV) a Pu(IV). Predkladaný patent sa týka tiež bioredukčnýcha biosorpčných schopností uvedeného bakteriálneho kmeňa vrátane možnosti jeho praktickýchaplikácií v biohutníctve pri získavaní vzácnych kovov, pri čistení odpadových vôd s obsahomkovových iónov a pri odstraňovaní toxických kovov obsiahnutých v pôde a vo vode.Biosorpcia ťažkých kovov pomocou mikrobiálnych buniek bola uznaná ako potenciálnaalternatíva ku existujúcim technológiám, najmä pre využitie ťažkých kovov z priemyselnýchodpadov (Kapoor a Viraraghavan, 1995). Väčšina biosorpčných štúdií pre odstránenie kovov je
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založená na využití buď laboratórne kultivovanej biomasy mikroorganizmov alebo na využitíodpadovej biomasy vytvorenej pri procesoch farmakológie, potravinárskeho priemyslu alebo pričistení odpadových vôd (Tsezos a Volesky, 1981; Townsley et al., 1986; Rome a Gadd, 1987;Macaskie, 1990; Costa a Leite, 1991; Rao et al., 1993). Biosorpcia kovových iónov môžeposkytnúť atraktívnu alternatívu k používaným fyzikálno-chemickým metódam. Pri biologickomodstraňovaní iónov ťažkých kovov môže byť úspešne aplikovaná celá rada mikroorganizmov,ako sú baktérie, huby, kvasinky i riasy (Aksu et al., 1991; Paknikar et al., 1993; Volesky et al.,1993; Liu et al., 2004; Romera et al., 2006; Wang a Chen, 2009; Kaduková a Horváthová, 2012).
BioakumuláciaŽivé bunky akumulujú v priebehu svojho cyklu látky rôzneho typu. Majú taktiež vytvorenéobranné mechanizmy proti toxickým látkam, ktorých príjem možu regulovať, alebo ichhromadiť a ukladať v podobe vnútrobunkových kompartmentov tak, aby nedochádzalok poškodeniu fyziológie bunky (Alberts et al., 2003).Bioakumulácia sa chápe ako schopnosť mikroorganizmov viazať a následne ukladať rôzne látkynielen vo vnútornom prostredí bunky, ale taktiež na jej povrchu. Preto možno chápať procesbioakumulácie ako dvojfázový proces: v prvej fáze dochádza k väzbe kovu (polokovu) na povrchbunky – táto fáza je nezávislá na bunkovom metabolizme a je v podstate totožnás mechanizmom biosorpcie. Druhú fázu tvorí aktívny, resp. pasívny prechod iónov kovovdo vnútorného prostredia bunky (Chojnacka, 2010). Po prechode do vnútrobunkovéhoprostredia sú ióny začlenené do prebiehajúcich metabolických a fyziologických procesov formouvnútrobunkovej sekvestrácie (tvorbou komplexov), kompartmentácie a vnútrobunkovéhotransportu, rozkladných reakcií pomocou enzýmov, bunkovým vylučovaním, prípadne inýchprocesov na bunkovej úrovni.V procesoch väzby chemických látok sa uplatňuje živá biomasa, preto je tento dej spojený lenso schopnosťou metabolicky aktívnych buniek. Transport toxických prvkov do bunky môže byťsprostredkovaný rovnakými mechanizmami ako príjem esenciálnych iónov – draslíka, horčíka,sodíka a ďalších (Ahalya et al., 2003).Väzba potenciálne toxických prvkov do makromolekúl vo vnútri buniek je súčasne efektívnymdetoxikačným mechanizmom využívaným k zníženiu biologickej dostupnosti daného prvkualebo látky (Worms et al., 2006). Príkladom takejto sekvestrácie môže byť chelatácia, teda väzbamolekúl kovu do stabilných komplexov. Dnes je už známa celá rada chelatačných činidiel, ktorézabezpečujú tvorbu komplexov, a tým sa aktívne podieľajú na ochrane bunky – napríklad
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aminokyseliny (prolín, cysteín, histidín), ktoré môžu tvoriť komplexy kovov v cytosole(Mohapatra et al., 1997).Bioakumulačný potenciál bol sledovaný u bakterií rodu Pseudomonas, ktoré boli izolovanéz pôdnych i vodných vzoriek odobratých zo znečistenej priemyselnej oblasti. Výsledky štúdie(Krishna et al., 2012) preukázali, že s nárastom biomasy kmeňa Pseudomonas sp. Dochádzak zvýšeniu odstránenia kadmia zo vzoriek, zníženie kovu bolo pozorované už v prvý deňexperimentu. Štúdia uvádza, že najlepšie výsledky boli dosiahnuté po 74 hod. experimente, kedybol zistený úbytok Cd vo vzorkách o 40 %. Výsledky potvrdili, že bakteriálne izolátyz kontaminovaných ekosystémov majú potenciál pre bioakumuláciu a sú vhodným kandidátompre využitie v bioremediačných procesoch.Zaujímavú štúdiu o bioakumulácii striebra uverejnil v roku 2001 časopis Brazilian Archives ofBiology and Technology (Ibrahim et al., 2001). Kmeň Pseudomonas diminuta, pôvodomz banského prostredia v Malajzii (Ibrahim, 1993), bol kultivovaný v nutričnom médiu s obsahomiónov striebra (50 mM). Zistilo sa, že bunky tohto kmeňa majú vysokú schopnosť absorpciestriebra už v priebehu skorej exponenciálnej fázy, a to v porovnaní s adsorbovaným množstvomviazaného kovu na povrchu buniek. Realizované boli taktiež pokusy s izoláciou proteínov, ktoréby mohli byť spojené s väzbovými vlastnosťami iónov Ag. Proteíny boli najskôr extrahovanéz bakteriálnych kultúr zrážaním síranom amónnym a následne identifikované pomocou metódySDS-PAGE. Výsledky experimentu preukázali prítomnosť špecifických proteínov s nízkou ako ajvysokou molekulovou hmotnosťou, ktoré obsahujú striebro, a ktoré sú kľúčové pre detoxikačnéprocesy umožňujúce prežitie baktérií v prítomnosti strieborných iónov.
BiovolatilizáciaTransformačné procesy majú geochemickú významnosť, ktorou môžu meniť mobilitu a toxicitupolokovov a využiť biotechnologický potenciál v bioremediácii (Lovley, 1993). Kým biosorpciaje mechanizmus imobilizácie (polo)kovov biomasou, biovolatilizácia zvyšuje ich mobilituv prostredí prostredníctvom enzymatickej premeny anorganických alebo organických zložiekkovov (polokovov) na ich prchavé deriváty cez intracelulárnu biochemickú reakciu, ktorá jeznáma ako biometylácia (Cullen a Reimer, 1989; Michalke et al., 2000; Stýblo et al., 2002).Metylácia kovov v bunkách je prirodzený dej, ktorý môže probiehať niekoľkými biochemickýmiprocesmi. Volatilizované a hydrogenované deriváty kovov a polokovov sa často nachádzajúv plynoch uvoľňovaných z prírodného i antropogénneho prostredia. Hlavnými činiteľmibiovolatilizácie v prírodnom prostredí sú baktérie a mikroskopické vláknité huby. Z hľadiskabiogeochemického cyklu má volatilizácia významný vplyv na mobilitu a distribúciu prvkov
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v prírodnom prostredí (Gadd, 2010). Metylácia Hg, As, Se, Sn, Te a Pb môže byť sprostredkovanáradom baktérií a húb v aeróbnych aj anaeróbnych podmienkach (Gadd, 2004).Vzhľadom k stúpajúcej antropogénnej záťaži prostredia patrí ortuť v súčasnej dobe k najviacsledovaným prvkom z hľadiska biovolatilizácie. Biometyláciou sa zvyšuje jej rozpustnosťv tukoch, a tým taktiež jej možnosť bioakumulácie v tkanivách živočíšnych organizmov, vrátanečloveka. Dnes je známa celá rada aeróbnych i anaeróbnych mikroorganizmov schopných jejvolatilizácie (Cursino et al., 2000; Takeuchi et al., 2001) a doposiaľ publikované štúdienaznačujú, že viac než 90 % metylovanej ortuti v prírode je spojené s biologickou aktivitoumikroorganizmov (Berman a Bartha, 1986). Napríklad metylácia ortuti sulfát-redukujúcimia železo-redukujúcimi baktériami prebieha prostredníctvom metylkobalamínu (Kerin et al.,2006), ktorý poskytuje k metylácii skupinu CH3– . Úloha metylkobalamínu ako metylačnéhočinidla bola preukázaná taktiež pri metylácii cínu a ďalších kovov (Mason, 2012).Selén je pomerne ľahko metylovaným prvkom. Mikrobiálna transformácia anorganickýchzlúčenin selénu do prchavých organických a anorganických derivátov je dôležitým článkomv biogeochemickom cykle tohto prvku. Súčasne však môže predstavovať účinný mechanizmuspri dekontaminácii znečistených pôd, sedimentov i vôd (Thompson-Eagle et al., 1989; Karlsona Frankenberger, 1990; Stork et al., 1999). Pri metylácii selénu sa uplatňuje metylová skupina voforme CH3+ (ako aj pri As), pochádzajúca z S-adenosyl-metionínu či N-methyl-tetrahydrofolátu(Mason, 2012). Hlavným metabolitom metylácie selénu mikroorganizmami je dimetylselenid,ktorý je menej toxický ako seleničnany a selénany a vďaka vysokej prchavosti sa ľahko vylúčiz bakteriálnych buniek (Frankenberger a Benson, 1994).Prehľad prvkov podliehajúcich biovolatilizácii a ich známe formy metylovaných derivátovv životnom prostredí uvádza tab. 19 (upravené podľa Mason, 2012).
Tab. 19 Prehľad prvkov podliehajúcich biovolatilizácii a ich metylovaných zlúčenín

Prvok Metylované zlúčeninyAs (CH3)4As2, (CH3)3As, (CH3)3AsO, (CH3)2AsH, (CH3)AsH2, (CH3)AsO(OH)Cd (CH3)2Cd, CH3Cd+Bi (CH3)3Bi, (CH3)2BiH, CH3BiH2, (CH3)2BiH+, CH3Bi2+Ge (CH3)3GeH, (CH3)2GeH2, CH3GeH3, (CH3)2Ge2+, CH3Ge3+Te (CH3)2TePb (CH3)4Pb, (CH3)3PbHSb (CH3)3Sb, (CH3)3SbO, (CH3)2SbH, CH3SbH2Hg (CH3)2Hg, (CH3)Hg+, (CH3)HgHSe (CH3)2Se2, (CH3)2Se, (CH3)2SeS, (CH3)2SeHSn (CH3)4Sn, (CH3)3SnH, (CH3)2SnH2, CH3SnH3Te (CH3)2Te+
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Metylácia a hydrogenácia kovov a polokovov pomocou mikroorganizmov sú známe a rozšírenéprocesy v prírodnom prostredí, ktoré výraznou mierou prispievají k ich mobilite a vo väčšineprípadov taktiež znižujú ich toxicitu. Uvedených biotransformácií je schopná taktiežmikrobiocenóza ľudských čriev (Diaz-Bone a Van de Wiele, 2009).
Biovolatilizácia arzénuBiovolatilizácia arzénu je prirodzený proces, ktorý sa vyskytuje v prírodných a antropogénnychprostrediach, kde sú mikroorganizmy rozšírené a geochemicky reaktívne zložky (Visoottivisetha Panviroj, 2001; Turpeinen et al., 2002). Činnosťou mikroorganizmov dochádza k vznikuprchavých anorganických a organických foriem arzénu (najmä arzínu, mono-, di-,a trimetylarzínu), ktoré sa uvoľňujú zo substrátu (pôdy, sediment) do atmosféry, kde sú veľmirýchlo oxidované, demetylované a následne rozptýlené vzdušnými prúdmi (Craig, 2003).Toxicita rôznych foriem As sa znižuje v rade: arzín > anorganický arzenitan > organickýarzenitan > anorganický arzeničnan > organický arzeničnan > voľný arzén (Mandal a Suzuki,2002) a závisí od rôznych faktorov ako je: skupenstvo (plyn, roztok), veľkosť častíc, rýchlosťadsorpcie bunkou, rýchlosť vylučovania atď. (Anderson a Cook, 2004).Počas procesu biometylácie dochádza k premene anorganických kovov a polokovov naorganické formy, prostredníctvom ktorých dochádza k zmene mobility, toxicity a biologickejprístupnosti (polo)kovov. Vzniknuté organické zlúčeniny tak môžu byť prchavé alebo neprchavé(zväčša dobre rozpustné). Prchavé zlúčeniny sa uvoľňujú z buniek a v procese biovolatilizácie súuvoľňované do atmosféry. Anorganický arzeničnan alebo arzenitan sa naviazaním jednejmetylovej skupiny môže meniť na kyseliny ako napr. kyselina monometylarzenitá (MMA (III))alebo monometylarzeničná (MMA (V)) alebo prchavý monometylarzín (CH3AsH2). Ak sa naviažudve metylové skupiny, vznikajú kyseliny dimetylarzenitá ((DMA (III)) alebo dimetylarzeničná(DMA (V)) alebo prchavý dimetylarzín (CH3)2AsH. Väzbou 3 metylových skupín vznikajú prchavézlúčeniny trimetylarzín oxid (TMAO) alebo trimetylarzín (CH3)3As (obr. 19). Proces biometyláciearzénu sa nazýva taktiež Challengerov mechanizmus biometylácie, podľa objaviteľa (Henkea Hutchison, 2009).Toxicita a chemické správanie zlúčenín arzénu sú ovplyvnené formou a špeciáciou As. Plynnéarzíny sú najtoxickejšie, zatiaľ čo arzenobetaín a arzenocholín (nájdený hlavne v morskýchorganizmoch) sú netoxické. Anorganické zlúčeniny arzénu sú toxickejšie ako organické formyarzénu a trojmocný oxidačný stav je toxickejší než päťmocný oxidačný stav (Fowler, 1977;Adriano, 2001).
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Obr. 19 Mikrobiálny proces biometylácie arzénu (Challenger, 1945; Cervantes et al., 1994; Bentleya Chasteen, 2002)
Schopnosť transformovať arzén z anorganických a metylovaných zlúčenín na prchavýtrimetylarzín procesom redukčnej metylácie bola zistená u niekoľkých húb: Aspergillus glaucum,
Candida humicola, Scopulariopsis brevicaulis, Gliocladium roseum, Penicillium gladioli a Fusariumsp. (Cullen a Reimer, 1989; Lin, 2008 in Srivastava et al., 2011).Podľa štúdie Čerňanský et al. (2007) bola najefektívnejšia biovolatilizácia arzénu pozorovanáv termorezistentných vláknitých hubách rodu Neosartorya fischeri, kým biotransformácia arzénuna prchavé formy bola približne dvojnásobne nižšia pre netermorezistentný rod Aspergillus

niger. Biovolatilizácia arzénu prostredníctvom Talaromyces wortmannii, T. flavus, Eupenicillium

cinnamopurpureum bola zanedbateľná.Biovolatilizácii arzénu mikroskopickými hubami sa venovali aj Urík et al. (2007). Kmene húbpochádzali resp. boli izolované z miest s vysokou kontamináciou arzénu. Autori skúmali kmenehúb v laboratórnych podmienkach s cieľom zhodnotiť možnosť aplikácie vláknitých húbv bioremediáciách v substrátoch kontaminovaných arzénom. Izolované a identifikované druhyboli mikroskopické vláknité huby Aspergillus clavatus, Aspergillus niger, Trichoderma viridea Penicillium glabrum. Metabolická transformácia arzénu na prchavé formy bola pozorovaná
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vo všetkých kmeňoch húb. K najaktívnejším As-biovolatilizujúcim mikroorganizmom patrili
Penicillium glabrum a Aspergillus niger B. Autori taktiež pozorovali, že množstvo prchavéhoarzénu závisí od počiatočnej koncentrácie v živnom médiu. So zvyšujúcou počiatočnoukoncentráciou arzénu bola pozorovaná vyššia schopnosť húb biovolatilizovať arzén. Z výsledkovsa dá predpokladať, že vyššia koncentrácia arzénu, v súvislosti s jeho toxicitou, vediek intenzívnejšej metabolickej aktivite húb vytvárať prchavé formy arzénu.Žiadne významné rozdiely v biovolatilizácii trojmocného a päťmocného arzénu v laboratórnychpodmienkach neboli pozorované kolektívom Čerňanský et al. (2009). Priemerné množstváprchavého arzénu vo všetkých kmeňoch húb boli v rozmedzí 0,026 – 0,257 mg As (III)a 0,024 – 0,191 mg As (V). Približne 23 % arzénu vyprchalo z kultivačných médií obohatenýchtrojmocným As v koncentráciách 4 a 17 mg.l-1. Priemerné množstvo biovolatilizovaného arzénuz kultivačného média obohateného o 4 mg.l-1 As v päťmocnej forme bolo 24 %, a pri koncentrácii17 mg.l-1 sa uvoľnilo 16 % arzénu. Schopnosť biovolatilizácie arzénu klesala v poradí:
Neosartorya fischeri > Aspergillus clavatus > Aspergillus niger. Väčší význam v zníženíbiovolatilizácie, v porovnaní s valenciou, má skôr počiatočná koncentrácia arzénu. Visoottivisetha Panviroj (2001) pozorovali, že extrémne arzén-rezistentný druh rodu Penicillium spp. jeschopný volatilizovať počas kultivácie 25,82 – 43,94 µg arzénu. Biovolatilizácia As boladokázaná u rôznych kmeňov húb ako je Penicillium sp. (Visoottiviseth a Panviroj, 2001)a Scopulariopsis brevicaulis (Pearce et al., 1998). A. niger kmeň B je jedným z najúčinnejšíchkmeňov schopných biovolatilizovať As pri koncentrácii arzeničnanov 5 – 20 mg.l-1 (Urík et al.,2007). Rýchlosť tvorby prchavého As z pôd kontaminovaných As a DDT zvýšili Edvantoro et al.(2004) augmentáciou druhmi Penicillium sp. a Ulocladium sp.Organická hmota poskytuje zdroj metyl-donorov pre biometyláciu aj abiotickú metyláciu, nobiologická metylácia je považovaná za dominantný proces v pôdach a vodných prostrediach,ktorý vedie k detoxifikácii (polo)kovov. Metylované deriváty môžu byť ľahko vylučovanéz buniek, sú často prchavé a môžu byť menej toxické. Mikroorganizmy v pôde a v sedimentochpôsobia ako biologicky aktívni metylátori (Frankenberger a Arshad, 2001; Bolan, 2004; Losetoet al., 2004). Mohapatra et al. (2008) aplikovali do kalu kravský trus, ktorý bol použitý akosubstrát pre rast baktérií počas volatilizácie As metanogénnymi baktériami. Pri koncentráciitrusu 25 g.l-1 volatilizovalo okolo 35 % As. Vyššia koncentrácia substrátu znižovala množstvovolatilizovaného As, čo môže byť v dôsledku vzniku metánu, ktorý inhibuje vyššie dávky arzénua vedie k vytvoreniu neprchavých látok. Až 16 % arzénu bolo pripočítaných k mikrobiálnesprostredkovanej volatilizácii po aplikovaní kompostu do pôdy znečistenej arzénom, meďoua chrómom (Cao et al., 2003). Detoxifikácia bola spôsobená pravdepodobne kvôli zvýšenémurastu huby v prítomnosti kompostu, ktorý mohol hube poskytovať ďalší zdroj uhlíka. Gao
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a Burau (1997) obohatili pôdu o celulózu a mikrobiálna redukcia a metylácia viedli k volatilizáciiAs za vzniku arzínov. Pretože mikroorganizmy zohrávajú dôležitú úlohu ako v redukčných tak ajmetylačných reakciách, prídavok organických zlúčenín preukázane zvýšil stratu (polo)kovovvolatilizáciou (Park et al., 2011).Mikrobiálna metylácia arzénu na jeho prchavé formy účinne znižuje jeho toxicitu v pôde. Keďževolatilizácia As mikroorganizmami závisí od obsahu živín a mikrobiálneho rastu (Sanforda Klein, 1988) a aplikácia kompostu zvyčajne zvyšuje mikrobiálne populácie a činnosť v pôde,predpokladá sa, že organická hmota by mohla mať pozitívny vplyv na metyláciu As, no predprípadnou aplikáciou organických doplnkov je vhodné overiť pre každý typ pôdy mobilizáciua imobilizáciu ťažkých kovov a arzénu.Keďže biovolatilizácia As je prírodný proces v prostredí, ktorým sa As stráca z pôdy alebo vody(Jakob et al., 2010), môže byť považovaný za jedným z nástrojov bioremediácie a spolu s ďalšímímikrobiálnymi procesmi ako sú oxidácia, redukcia, alkylácia, dealkylácia predstavuje významnéprocesy, ktoré ovplyvňujú prchavosť, mobilitu, toxicitu a bioprístupnosť arzénu v prostredí(Čerňanský et al., 2009).
BiolúhovanieBiolúhovanie predstavuje proces, ktorým dochádza k "rozpúšťaniu kovov z ich minerálnehozdroja určitými prirodzene sa vyskytujúcimi mikroorganizmami" alebo "taká premena prvkovpôsobením mikroorganizmov, že tieto prvky môžu byť extrahované z materiálu pri kontaktes vodou“ (Atlas a Bartha, 1997). Transformácia prebieha cez produkciu organickýcha anorganických kyselín, ktoré spôsobujú rozpustnosť a extrahovateľnosť prvkov. Biolúhovaniemožno považovať za príklad čistej technológie, ktorá je spojená s nízkymi nákladmia energetickými požiadavkami v porovnaní s nebiologickými procesmi (Krebs et al., 1997).Procesy biolúhovania sú úspešne aplikované pre odstraňovanie ťažkých kovov z rúd,sedimentov, banských hlušín, priemyselných odpadov a čistiarenských kalov (Acevedoa Gentina, 1989; Blais et al., 1993; Seidel et al., 1998; Chen a Lin, 2000; Solisio et al., 2002;Rodríguez et al., 2003; Groudeva et al., 2007; Liu et al., 2007; Pathak et al., 2009; Rehman et al.,2009). Účinky baktérií a húb na minerály sú založené na troch princípoch: acidolýza,komplexolýza a redoxolýza. Mikroorganizmy sú schopné mobilizovať kovy tvorbou organickýchalebo anorganických kyselín (protóny), oxidačnými a redukčnými reakciami a vylučovanímkomplexotvorných činidiel (Brandl, 2008). Kovy môžu byť lúhované priamo (fyzický kontaktmedzi mikroorganizmami a pevným materiálom) alebo nepriamo (bakteriálna oxidácia Fe2+ naFe3+, ktorá katalyzuje rozpúšťanie kovu ako prenášač elektrónu) (Brandl et al., 1997).



Peťková & Jurkovič & Vojtková 2016

75

Medzi hlavné fyzikálno-chemické parametre biolúhovaného prostredia patrí: teplota, hodnotapH, redox potenciál, vlhkosť, dostupnosť a obsah kyslíka, obsah CO2, pohyb hmoty, dostupnosťživín, koncentrácia Fe(III), svetlo, tlak, ťažké kovy, povrchové napätie, veľkosť častíc,prítomnosť inhibítorov a doba biolúhovania. K mikrobiologickým parametrom biolúhovanéhoprostredia patrí: mikrobiálna diverzita, hustota populácie, mikrobiálne aktivity, priestorovádistribúcia mikroorganizmov, tolerancia voči kovom a adaptačné schopnosti mikroorganizmov(Acevedo a Gentina, 1989; Bosecker, 1997, Brandl, 2008; Rehman et al., 2009).Na biolúhovaní (často sa používa aj výraz „biooxidácia“, ktorý popisuje mikrobiálne indukovanéoxidácie minerálov obsahujúce zlúčeniny kovov vedúce k ich uvoľneniu (Hansford a Miller,1993)) a následnom uvoľnení potenciálne toxických prvkov sa môžu podieľať rôzne druhymikroorganizmov, ktoré zintenzívňujú biochemické procesy v mechanicky rozrušenýchhorninách na haldách a odkaliskách (Edwards et al., 2000). Najstaršie biolúhovacie experimentyvyužívali aktivitu acidofilných baktérií, predovšetkým z rodu Acidithiobacillus (predtým rod
Thiobacillus) (Colmer a Hinkle, 1947; Zimmerley et al., 1958) pri získavaní kovov zo sulfidickýchminerálov, keďže tieto baktérie premeňajú nerozpustné kovové sulfidy na rozpustné sírany.Neskôr bolo skúmané taktiež biolúhovanie nesulfidických materiálov a získavanie kovovz priemyselných odpadov rôzneho typu. Prehľad publikovaných mikroorganizmovso schopnosťou bakteriálneho lúhovania sulfidov základných kovov uvádza tab. 20.
Tab. 20 Využitie bakteriálnych mikroorganizmov v procesoch biolúhovania kovov zo sulfidov
(kremičitanov, bauxitu)

Prvok Forma výskytu Mikroorganizmus ZdrojAs sulfidy Acidithiobacillus, Sulfolobus
Leptospirillum ferrooxidans

Schippers a Sand (1999)Kušnierová a Fečko (2001)Au sulfidy Acidithiobacillus ferrooxidans Gonzalez et al. (2004)Cd sulfidy Acidithiobacillus thiooxidans Liu et al. (2003)Cu sulfidy Acidithiobacillus ferrooxidans Lilova et al. (2007)Fe sulfidykremičitany Acidithiobacillus caldus
Leptospirillum ferriphilum

Schippers a Sand (1999)Johnson (2008)Mn sulfidy Leptospirillum ferrooxidans Sand et al. (1992)Ni sulfidy Acidithiobacillus caldus He et al. (2009)Pb sulfidy Acidithiobacillus ferrooxidans Jang et al. (2008)
Sb sulfidy Acidithiobacillus ferrooxidans,

Acidithiobacillus thiooxidans,
Stibiobacter senarmontii

Andráš et al. (2004)Lyalikova et al. (1976)Kušnierová a Fečko (2001)Si bauxity Paenibacillus polymyxasilikátové baktérie Vasan et al. (2001)U sulfidy Ferrobacillus sp. Dwivedy a Mathur (1995)Zn sulfidy Acidithiobacillus caldus Semenza et al. (2002)
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Aplikácia húb v remediácii pôdy kontaminovanej toxickými prvkami a zlúčeninami pomocoubiolúhovania získava čoraz väčší záujem, pretože huby sú všadeprítomné v prirodzenomprostredí a sú často dominantnými organizmami v mnohých pôdach, najmä v tých s nízkymihodnotami pH, kde je mobilita kovov zvýšená. Predovšetkým ide o mikroskopické vláknité huby,ktoré môžu byť pestované na mnohých rôznych podkladoch, ako napr. antropogénne sedimenty,elektronický odpad či popolček zo spaľovania komunálneho odpadu (Kolenčík et al., 2011a;Kolenčík et al., 2013). Dôležitou úlohou v bioremediácii prostredia je ich schopnosť rozpúšťaťa prijať kovy. Tieto procesy sú neoddeliteľnou súčasťou rastu húb a metabolizmu v prírodných,laboratórnych a priemyselných prostrediach (Gadd, 1993; Gadd et al., 1993; Gadd a White, 1993;Burgstaller et al., 1992). Huby dokážu významne ovplyvňovať dynamiku ťažkých kovov v pôdevďaka vysokému podielu mikrobiálnej biomasy v pôde, veľkému pomeru povrch : objema vysokej metabolickej aktivite (Sosak-Swiderska, 2010). V porovnaní s bakteriálnymlúhovaním, má lúhovanie použitím húb niekoľko výhod: schopnosť rásť pri vyššej hodnote pH,uprednostňované je biolúhovanie alkalických odpadov, všeobecne rýchlejší proces lúhovanias kratšou lag fázou a schopnosť vylučovať metabolity (napr. organické kyseliny) za vznikukomplexov s iónmi kovov a tým znižovať toxicitu metabolitov pre biomasu. Nízka hodnota pHpodporuje acidolýzu (základný mechanizmus v procese biolúhovania použitím A. niger) a jenasledovaná uvoľnením a zvýšenou mobilitou voľných katiónov kovov protonizáciou(Burgstaller a Schinner, 1993; Rezza et al., 2001). Na rozdiel od baktérií sú huby schopnérozšíriť ich biomasu prostredníctvom rastu hýf, rásť pod stresovými podmienkami prostredia,ako sú nízka dostupnosť živín, nízky obsah vody a pri nízkych hodnotách pH, kde bakteriálnyrast môže byť obmedzený (Davies a Westlake, 1979). Huby sú taktiež schopné degradovaťa utilizovať širokú škálu rôznych prírodných substrátov ako celulózu, hemicelulózu, lignína pektín. Schopnosť degradovať tieto látky súvisí s produkciou extracelulárnych enzýmovs relatívne nízkou substrátovou špecifitou (Demnerová a Macková, 2006). Huby môžuakumulovať kovy a rádionuklidy prostredníctvom fyzikálno-chemických a biologickýchmechanizmov, ku ktorým patrí extracelulárne viazanie prostredníctvom metabolitova biopolymérov, viazanie na špecifické polypeptidy a akumulácia závislá od metabolizmu (Tobinet al., 1994). Vytvorené komplexy kovov môžu v závislosti od podmienok prostredia následneprecipitovať, resp. tvoriť kryštalické formy. Vznik a tvorba sekundárnych mykogénnychkryštalických foriem má fyzikálno-chemický vplyv na biologickú dostupnosť a mobilituviazaných kovov, na ich toxicitu rovnako ako na ich chovanie v prostredí (Gorbushina et al.,2003; Gadd, 2007; Kolenčík et al., 2011b; Kolenčík et al., 2012). Zafar et al. (2007) pozorovali, žehuby sú schopné tolerovať, biosorbovať a detoxifikovať kovy niekoľkými mechanizmamizahŕňajúcimi zmenu oxidačného stavu, extra a intracelulárne zrážanie a aktívny príjem.
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Huby okysľujú živné médium počas rastu organickými zlúčeninami (vylučovaním protónov,absorpciou živín vo výmene za protóny, vylučovaním organických kyselín, acidifikáciou cezprodukciu CO2). Podstatou mechanizmu biolúhovania minerálnych substrátov mikroskopickýmivláknitými hubami sú protolytické, komplexotvorné, prípadne redoxné reakcie (Burgstallera Schinner, 1993). Reakcie prebiehajú za účasti mikrobiálnych metabolitov, ktoré tvoriaanorganické i organické kyseliny, viažuce uvoľnené ióny kovov (Gadd, 2004) a ich bioakumuláciimycéliami (Gholami, 2011). Druh, množstvo a koncentrácia organických kyselín vylučovanýchhubami závisí na rôznych faktoroch ako sú: pufračná kapacita živného média, hodnota pH,pomer dusíka a fosforečnanov v médiu, zdroj uhlíka a prítomnosť niektorých ťažkých kovova stopových prvkov v živnom médiu a od experimentálnych podmienok rastu húb (Bosshard etal., 1996; Gadd a Sayer, 2000). Všetky vláknité huby patriace do skupiny Zygomycetes (Madiganet al., 2000), obsahujú na ich bunkovej stene N-acetyl polymér, chitín, chitosan a deacetylovanýglukózo-amín, čím poskytujú množstvo potenciálnych väzbových miest vďaka voľnýmhydroxylovým, amino- a karboxylovým skupinám. Amino-skupina (obsahuje atóm dusíka)a hydroxylová skupina (obsahuje atóm kyslíka) majú schopnosť viazať protón alebo ión kovu(Das et al., 2007).Niektoré druhy heterotrofných mikroorganizmov, ako je napr. rod Aspergillus alebo Penicilium,majú schopnosť vylučovať veľké množstvo organických kyselín (Burgstaller a Schinner, 1993).Xu a Ting (2004) zistili nadpriemerné biolúhovanie Al, Fe a Zn z polietavého popola použitím
Aspergillus niger. Santhiya a Ting (2005) skúmali biolúhovanie vyhoreného katalyzátoraz rafinérskeho spracovania použitím A. niger s vysokou produkciou kyseliny šťaveľovej.Prítomnosť použitého katalyzátora spôsobila zníženie výťažku biomasy a zvýšenie sekréciekyseliny šťaveľovej. Zvýšenie sekrécie kyseliny šťaveľovej so znížením veľkosti častíckatalyzátora (< 37 µm) viedlo k zvýšenému biolúhovaniu kovov. Produkcia kyseliny šťaveľovejvoľne žijúcimi a symbiotickými hubami môže viesť k vyzrážaniu nerozpustných oxalátov kovov,proces, ktorým huby dokážu prežiť v prítomnosti potenciálne toxických zlúčenín kovov.Mechanizmy biolúhovania A. niger, P. simplicissimum, P. purpurogenum súvisia s produkciounízko molekulárnych metabolitov, hlavne organických kyselín, ako je glukónová, pyrohroznová,citrónová, šťaveľová, jablčná a jantárová (Amiri et al., 2011; Ren et al., 2009). Ren et al. (2009)skúmali biolúhovanie ťažkých kovov z kontaminovaných pôd v industriálnom územímetabolitmi, hlavne slabými organickými kyselinami produkovanými inokulovaným A. niger.Výsledky sekvenčnej extrakcie ukázali, že organické kyseliny produkované druhom A. niger boliúčinné v odstránení vymeniteľnej a uhličitanovej frakcie a oxidov Fe/Mn v prípade Cu, Cd, Pb, Zna zostávajúce kovy v pôde boli viazané hlavne v stabilnej frakcii. Podľa Gholami et al. (2011)bolo biolúhovanie Al, Co, Mo a Ni v prítomnosti A. niger a P. simplicissimum približne 20 - 30 %vyššie ako v lúhovaní bez aplikácie druhov, najmä v prípade Co, ktorého vylúhovateľnosť bola až
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o 70 % vyššia ako v kontrolnom experimente. Súčasne nárast koncentrácie kyseliny glukónoveja kovov (v prípade A. niger) a kyseliny citrónovej a kovov (v prípade P. simplicissimum) priamoindikujú dôležitú úlohu kyselín v biolúhovacích procesoch. Aung a Ting (2005) skúmali použitie
A. niger v biolúhovaní ťažkých kovov z vyhoreného katalyzátora (spent catalyst). Chemickélúhovanie bolo realizované použitím minerálnych kyselín (sírová, dusičná) a organických kyselín(citrónová, šťaveľová, glukónová) ako aj ich zmesi v rovnakých koncentráciách ako sú biologickyprodukované. Biolúhovaním sa extrahovalo viac kovov ako chemickým lúhovaním. Mulligan etal. (2004) sa venoval biolúhovaniu ťažkých kovov z nízkokvalitnej rudy použitím A. niger.Účinnosť organických kyselín bola zvýšená, keď sa do média pridala kyselina sírová. Braud et al.(2006) uvádzajú zvýšenú extrahovateľnosť kovov z kontaminovaných pôd bioaugmentácioubaktérií (Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens) alebo húb (Aspergillus niger).Biolúhovanie taktiež môže zmeniť mineralógiu materiálu, čím mení jeho reaktivitu a kryštalinitu(De Windt a Devillers, 2010). Predpokladá sa, že prostredníctvom extrakcie a opätovnémuzrážaniu alkalických zložiek (napr. Ca, Mg, Si) môže biolúhovanie zvýšiť pórovitosť materiálu,zvýšiť špecifický povrch, zmeniť minerálne zloženie lúhovaného materiálu a produkovaťnanočastice (Kulkarni et al., 2008; Santos a Van Gerven, 2011; Wang et al., 2011). Chiang et al.(2013) skúmali účinok biolúhovania vybraných druhov baktérií (Bacillus circulans, Bacillus

licheniformis, Bacillus mucilaginosus, Sporosarcina ureae) a húb (Aspergillus niger, Humicola

grisea, Penicillium chrysogenum) na chemické, minerálne a morfologické vlastnosti prírodnýcha odpadových alkalických materiálov. Biolúhovaním mikroorganizmami došlo k zmeneminerálneho zloženia a morfológie materiálov (zvýšenie špecifického merného povrchu). Tentovýsledok bol pripísaný pôsobeniu organických kyselín (hlavne kyseliny glukónovej)a exopolysacharidom. Mikroorganizmy (baktérie a huby), ktoré sú schopné odolávaťalkalickému prostrediu, produkujú organické kyseliny a exopolysacharidy (EPS), ktorýmiurýchľujú rozpúšťanie kremičitých materiálov (Vandevivere et al., 1994). Mulligan et al. (2004)považujú acidolýzu za hlavný mechanizmus biolúhovania u Aspergillus niger, zatiaľ čo tvorbaexopolysacharidov bola zistená u Bacillus mucilaginosus (Welch et al., 1999). Významné zmenyväzby ťažkých kovov pred a po biolúhovaní odkaliskového sedimentu autochtónnymibaktériami uvádzajú Liu et al. (2007). Po biolúhovaní zostávali kovy prítomné taktiež hlavnev stabilnej frakcii pre okolité prostredie.Proces biolúhovania, v ktorom sú mikroorganizmy schopné acidifikovať svoje prostredie, čovedie k rozpúšťaniu ťažkých kovov, je jednou zo sľubných metód pre odstraňovanie ťažkýchkovov z kontaminovaných sedimentov. Použitie organických kyselín redukuje nákladykomerčnej dekontaminácie ťažkých kovov a znižuje akékoľvek environmentálne impaktyvyplývajúce z kontaminácie kovmi (King a Dudeney, 1987; Strasser et al., 1994; Dronawat et al.,
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1995; Grewal a Kalra, 1995; Legisa a Gradisnik-Grapulin, 1995; Wasay et al., 2001; Mulligan etal., 2004; Aung a Ting, 2005; Santhiya a Ting, 2005, 2006; Ren et al., 2009). Wassay et al. (2001)porovnávali účinnosť solí slabých organických kyselín (citrát, tartrát, šťaveľan + citrát) sosilnými chelatačnými činidlami (EDTA a DTPA) lúhovať ťažké kovy v kolónach v troch pôdachs rôznou textúrou, ktoré boli znečistené ťažkými kovmi (Cr, Mn, Hg, Pb, Cd, Cu, Zn). EDTAa DTPA síce účinne odstraňovali všetky ťažké kovy, s výnimkou Hg, ale taktiež extrahovali veľkémnožstvo pôdnych živín a znečistili pôdu adsorpciou na pôdne častice. Citráty a tartráty účinneodstránili ťažké kovy zo všetkých troch znečistených pôd, lúhovali malé množstvomakronutrientov a zlepšili pôdnu štruktúru.Biologické lúhovanie je vo svete stále viac využívané k extrakcii kovov z odpadových materiálova koncentrátov po spracovaní rúd, ktorých spracovanie konvenčnými metódami jeneekonomické, a ktoré často obsahujú eště významné množstvá kovov. Jednou z možnýchaplikácií je biohydrometalurgia, ktorá sa dnes uplatňuje pri získavaní medi, zinku, olova, arzénu,antimónu, niklu, molybdénu, zlata, striebra, kobaltu i ďalších kovov. Vzhľadom ku schopnostiniektorých mikroorganizmov previesť kovy do ľahko rozpustných foriem, možno mikrobiálnuaktivitu úspešne využiť taktiež pri získavaní kovov z kontaminovaných odpadových materiálova z metalurgických odpadov.
Biokryštalizácia a biomineralizáciaBiomineralizácia je proces, v ktorom mikróby sprostredkúvajú biochemické reakcie priformovaní novej minerálnej asociácie na pevných matriciach (EPA 2003) a tiež pri ktorommikroorganizmy katalyzujú a sprostredkúvajú anorganické reakcie (EPA 2000). Táto metóda savzťahuje na procesy, ktorými organizmy tvoria minerály. Avšak, schopnosť mnohýchorganizmov tvoriť minerály sa odlišuje od abiotického procesu mineralizácie (Weiner a Dove,2003). Biomineralizácia je opísaná ako povrchový proces súvisiaci s bunkovými stenamimikroorganizmov, kde dochádza k remineralizácii. Rozpustené kovy lúhované z nevyužitýchrudných háld a háld hlušín predstavujú dlhodobý problém životného prostredia. Biologicképrocesy sú jedinou technológiou, ktorá dokázala in-situ remineralizáciu a imobilizáciuvylúhovateľných kovov. Rozpustené kovy môžu byť v pôdach imobilizované v dôsledkuprírodných alebo umelých biomineralizačných reakcií (EPA, 1996). Mikrobiálne systémy môžubyť navrhnuté tak, aby tvorili biominerály, ktoré môžu zlúčiť a imobilizovať kontaminanty.Procesy biomineralizácie sú súčasťou prirodzeného cyklu, v ktorom sú minerály neustáleformované, transformované a degradované. In-situ biomineralizácia ťaží z toho, žemikroorganizmy zohrávajú hlavnú úlohu v tvorbe prírodnej rudy, ktorá zahŕňa akceleráciubiologických reakcií na sanáciu odpadov. Počas biomineralizácie ťažkých kovov z banských
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odpadov mikroorganizmy iniciujú sériu komplexných reakcií. Mechanizmy odstraňovania kovovsú ovplyvňované biologicky katalyzovanými remineralizačnými reakciami (EPA ORD, 2000).Mikroorganizmy tvoria pri biomineralizácii biominerály, ktoré sú napriek zvyčajne malejveľkosti zrna a tesného spojenia s organickými materiálmi ľahko identifikovateľné ako bežnéminerálne druhy. Keďže biominerály, resp. minerálne a organické fázy, sú úzko spojené namolekulárnej úrovni, sú prakticky neoddeliteľné tak konštrukčne ako aj z hľadiska ichfunkčných vlastností. Hydroxidy a oxyhydroxidy Fe, uhličitany a fosforečnany vápnika tvorenéjedno- a mnohobunkovými organizmami sú uvádzané ako príklady biominerálova biomineralizačných procesov. Ich špeciálne morfologické a kryštalochemické vlastnostivytvárajú jedinečné štruktúry na živých formách, ktoré ich vytvárajú (Beniash, 2011).Biominerály sa formujú dvoma hlavnými mechanizmami: prvý je prostredníctvom formovaniaminerálu v dopredu vytvorenej organickej matrice (Weiner a Addadi, 1991; 1997; He et al.,2003) a druhý spôsob je cez kooperatívne interakcie medzi makromolekulárnymi zhlukmia tvoriacimi sa minerálnymi fázami (Cölfen a Mann, 2003; Beniash et al., 2005). Tieto dvamechanizmy sa navzájom nevylučujú a pravdepodobne sú prítomné súčasne v mnohýchbiomineralizačných procesoch. Ďalším dôležitým znakom mnohých biomineralizačnýchprocesov v rôznych kmeňoch je použitie prechodových metastabilných minerálnych fáz, ktorémajú rad výhod oproti klasickému rastu kryštálov (Beniash et al., 1997; 2009; Weiner et al.,2005; Mahamid et al., 2008; Weiner, 2008).Biominerály sú geologicky stabilné zlúčeniny, ktoré chemicky viažu kontaminanty a môžu byťnavrhnuté tak, aby boli selektívne pre špecifický kontaminant. Metódy biomineralizácie môžutieto biominerály využiť tiež na podpovrchovú úpravu mobilných kovov tvorbou in-situbiominerálnych bariér. Takáto bariéra je vytvorená vstrekovaním živinových a bakteriálnychroztokov do zvodnených vrstiev prostredníctvom série injekčných vrtov. Biominerálna bariérafunguje ako reaktívna zóna pre konkrétne kovové kontaminanty. Kovy sú stabilizovanéa začlenené do výsledného biominerálneho produktu (EPA ORD, 2000).Mnoho húb a baktérií produkuje CO2 normálne počas rastu ako vedľajší produkt pri aeróbnommetabolizme. Využitím tejto schopnosti je možné získať rôzne anorganické minerálne látky nabáze uhličitanov bez akéhokoľvek externého zdroja CO2 (tab. 21). Niektoré druhymikroorganizmov dokážu vylúčiť špecifické proteíny, ktoré môžu reagovať s exponovanýmikatiónmi kovu, a môžu tak vytvárať skutočne biogénne minerály, ako kryštály CaCO3, BaCO3a SrCO3 v neprítomnosti akéhokoľvek vonkajšieho zdroja CO2 (Rautaray et al., 2003; Ahmad etal., 2004; Rautaray et al., 2004a,b). Rautaray et al. (2003) uvádza, že pôsobenie vodného roztokuCaCl2 na Rhodococcus sp. malo za následok syntézu hlavne vateritu a zmiešaných kryštalickýchfáz CaCO3 kalcit-aragonitu s premenlivou morfológiou.
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Tab. 21 Príklady biominerálov syntetizovaných mikroorganizmami

Mikroorganizmus Biominerál Zdroj

Baktérie

Streptomyces acidiscabies E13 Ni-struvit (Ni(NH4)(PO4).6H2O) Haferburg et al. (2008)
Pseudomonas aeruginosa U-fosforečnanové zlúčeniny Choudhary a Sar (2011)
Thermophilic sp. HEN-Qn1 CaCO3 Li et al. (2009)
Actinomycéty

Rhodococcus sp. CaCO3 Rautaray et al. (2003)
Thermomonospora sp. CaCO3 Rautaray et al. (2004a)
Thermomonospora sp. BaCO3
Huby

Verticillium sp. BaCO3 Rautaray et al. (2004a)
Verticillium sp. CaCO3
Trichothecium sp. CaCO3 Ahmad et al. (2004)
Fusarium sp. CaCO3 Rautaray et al. (2003)
Fusarium oxysporum CaCO3 Ahmad et al. (2004)
Fusarium oxysporum SrCO3 Rautaray et al. (2004b)
Fusarium oxysporum PbCO3 Sanyal et al. (2005)
Fusarium oxysporum CdCO3

5.2 Bioremediačný potenciál mikroorganizmov

Bioremediácia je definovaná ako použitie biologických procesov pre rozklad, porušenie,premenu a odstránenie kontaminantov zo zložiek životného prostredia. Ide o prirodzený procesvyužívajúci metabolické procesy baktérií, húb a rastlín, ktoré sú schopné využiť kontaminantyako zdroje energie, čím sa dané látky zneškodnia alebo, vo väčšine prípadov, sa zmenia na menejtoxické produkty. Svojím pôsobením dokážu mikroorganizmy ovplyvniť toxicitu, rozpustnosť vovode alebo mobilitu stopových prvkov (Alexander, 1999). Zvýšenie rozpustnosti a mobility savyužíva v bioremediácii nerozpustných prvkov v pôde, pretože biotransformovaný produkt jeuvoľnený z pevnej fázy do roztoku. Zníženie rozpustnosti prvku je typické pre odstránenieprvku z pôdy alebo podzemnej vody prostredníctvom imobilizácie, v iných prípadoch sú plynnéprodukty (polo)kovov odstránené volatilizáciou (Gadd, 2000). Vzhľadom k svojmu objemu majúmikroorganizmy veľký povrch, takže vďaka ich malej veľkosti poskytujú veľkú kontaktnúplochu, ktorá môže interagovať s (polo)kovmi v okolitom prostredí (Ledin, 2000). In-situbioremediácie majú niektoré obmedzenia: nie sú vhodné pre všetky druhy pôd, je ťažkédosiahnuť úplný rozklad/odstránenie kontaminantu a je zložitá kontrola prírodných podmienok(napr. teploty), za ktorých prebiehajú.
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Prirodzená atenuácia je bioremediácia, ktorá prebieha bez zásahu človeka. Tento proces závisíod prírodných podmienok a správania pôdnych mikroorganizmov, ktoré sú pôvodnéa prirodzene sa vyskytujú v pôde. Zahŕňa množstvo procesov, ktoré prirodzene pôsobia nazníženie množstva, toxicity, mobility, objemu alebo koncentrácie znečisťujúcich látokv životnom prostredí, ako sú napr. biodegradácia, disperzia, sorpcia, riedenie, vyparovanie,chemická alebo biologická stabilizácia, transformácia alebo degradácia kontaminantov (EPA,1999). Kalogerakis (2006) uvádza, že aj keď bioaugmentácia môže byť užitočná pre počiatočnévyčistenie kontaminovanej pôdy v danom mieste, aktivita pôvodných mikroorganizmov jedostačujúca.Schopnosť mikrobiálnej populácie odstraňovať znečisťujúce látky v určitom type životnéhoprostredia (napr. pôda, sedimenty, kaly alebo odpadové vody) môže byť zvýšená buďstimuláciou pôvodných mikroorganizmov pridaním živín alebo elektrónových akceptorov –
biostimulácia alebo zavedením špecifických mikroorganizmov do miestnej populácie –
bioaugmentácia (Dercová et al., 2015).
Biostimulácia je remediačná metóda, ktorá využíva pôvodné mikrobiálne populácie na sanáciukontaminovaných pôd a jej princíp spočíva v pridaní živín a iných látok do pôdy s cieľomurýchliť prirodzené procesy atenuácie (Mrozik a Piotrowska-Seget, 2010). Určitým typombiostimulácie mikroorganizmov v pôdach pre zvýšenie mobility arzénu je aj kompostovanie. Ajkeď niektoré štúdie uvádzajú, že po pridaní kompostu (napr. kompost pochádzajúciz odpadových kalov a iných mestských zdrojov) do pôd znečistených arzénom došlok imobilizácii As (Gadepalle et al., 2007), viacero štúdií popisuje zvýšenie mobility As z pôdy pododaní kompostu vo forme kravského hnoja alebo poľnohospodárskych hnojív (Ueno, 2000 inAkai et al., 2008; Edvantoro et al., 2004). Na sanáciu kontaminovanej pôdy sa používajú rôznedruhy organických doplnkov, napr. hnoj, biosolidy, piliny a drevný popol, kompostypochádzajúce z rôznych zdrojov, čistiarenské kaly, kôra a štiepky alebo odpad z lisovania olív.V prípade hnoja, iba starší hnoj je vhodný pre účely sanácie pôdy, pretože čerstvý hnoj môžepoškodiť rastliny v dôsledku vysokého obsahu amoniaku (Cao et al., 2003; Park et al., 2011;Moreno-Jiménez et al., 2010). Pridanie organických doplnkov zlepšuje fyzikálne vlastnostia úrodnosť pôd znečistených viacerými kontaminantami a uľahčuje vytvorenie zdravéhovegetačného krytu (Park et al., 2011). Zvýšenie koncentrácie As, Se a Cu v pórovej vode poaplikácii kompostu uvádza práca Moreno-Jiménez et al. (2010). Dodanie kompostu zvýšilokoncentrácie rozpusteného organického uhlíka v pórovej vode, čo by mohlo vysvetliťpozorovanú mobilizáciu As, Cu a Se. Autori taktiež zistili zvýšenú volatilizáciu As vplyvompridania kompostu.
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Inokulácia znečistenej pôdy, sedimentov alebo kalu pôvodným, alochtónnym alebo genetickymodifikovaným mikroorganizmom so špecifickými degradačnými alebo transformačnýmischopnosťami za účelom zvýšenia in-situ alebo ex-situ bioremediácie sa nazýva
bioaugmentácia. Používa sa predovšetkým na prekonanie problému s nedostatkom mikróbovschopných odstrániť kontaminant alebo kde je príliš vysoká koncentrácia znečisťujúcich látok(Forsyth et al., 1995; Singer et al., 2005; Stephenson Environmental Services, 2012; Mrozika Piotrowska-Seget, 2010). Forsyth et al. (1995) odporúčajú použiť bioaugmentáciu aj v pôdeobsahujúcej zlúčeniny vyžadujúce viackrokovú remediáciu a na maloplošných miestach, kdenáklady na nebiologické metódy sú vyššie ako náklady na bioaugmentáciu.Za optimálnych lokálnych podmienok je možné zvýšiť mieru degradácie polutantov po pridaníinokula s mikroorganizmom, aj keď vyššia úspešnosť bioaugmentácie je v prípade uzavretýchsystémov, ako sú napríklad bioreaktory, kde môžu byť podmienky riadené v prospech prežitiaa predĺženia aktivity exogénnych mikrobiálnych populácií. Základným predpokladom pre tútointervenciu je, že metabolické kapacity pôvodných mikrobiálnych spoločenstiev prítomnýchv biotope zvolených pre čistenie sa zvýšia z vonka rozšírením genetickej diverzity, čo vediek väčšiemu súboru produktívnych biodegradačných reakcií (El Fantroussi a Agathos, 2005).Vzťah inokulovaného mikroorganizmu s novým biotickým a abiotickým prostredím, pokiaľ ideo prežitie, aktivitu a migráciu, môže byť rozhodujúci vo výsledku akejkoľvek bioaugmentačnejstratégie (El Fantroussi a Agathos, 2005). Medzi abiotické faktory v pôde, ktoré vplývajú naprežitie a degradačnú činnosť introdukovaných mikróbov patria napr. fyzikálno-chemickévlastnosti pôdy, ílové minerály, obsah organickej hmoty, prevzdušnenie, obsah živín, hodnotapH, teplota, vlhkosť a chemická štruktúra, koncentrácia a prístupnosť znečisťujúcich látok(van Veen et al., 1997; Mrozik a Piotrowska-Seget, 2010). Biotické faktory sú často dôležitejšieako abiotické kvôli vplyvom, ako napr. predácia prvokov a bakteriofágov, antagonistickéinterakcie, konkurencia s autochtónnymi mikroorganizmami kvôli živinám alebo elektrónovýmakceptorom a prítomnosť koreňov, ktoré uvoľňujú organické zlúčeniny. Preto je sterilná pôdavšeobecne vhodnejšia pre aplikovanie externých mikroorganizmov ako prirodzené pôdy. Všetkytieto interakcie potenciálne znižujú počet introdukovaných buniek (England et al., 1993;van Veen et al., 1997; El Fantroussi et al., 1999; Sørensen et al., 1999). K biotickým faktorompatrí aj výber správnych mikroorganizmov, ktoré nielen degradujú znečistenie, ale taktieždokážu úspešne konkurovať pôvodnej mikroflóre (Mrozik a Piotrowska-Seget, 2010). Novúalternatívu bioaugmentácie pre in-situ bioremediácie kontaminovaných prostredí predstavujúzapuzdrené bunky, ktorými je exogénna bakteriálna populácia lepšie chránená a nie je tak ľahkorozptýlená mimo oblasť kontaminácie (Moslemy et al., 2002, 2003).
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Stephenson a Stephenson (1992) zhrnuli dôvody zlyhávania bioaugmentácie v praxi:koncentrácia substrátu je príliš nízka, aby podporila rast aplikovaných mikroorganizmov,systém môže obsahovať látky alebo podmienky (napr. teplota), ktoré pôsobia inhibične,konkurenčné pôsobenie iných mikroorganizmov spôsobuje inhibíciu rastu, naočkovanémikroorganizmy využívajú skôr iné organické substráty v systéme než znečisťujúce látky, početorganizmov môže byť príliš malý na vykonanie významnej zmeny, použitý organizmus nie jeaplikovaný do prostredia, kde je možné účinne spotrebovať požadovaný substrát,. mnohéaplikované druhy nie sú schopné iniciovať odstránenie dostatočne rýchlo, bez určitej dobyaklimatizácie.Existuje niekoľko spôsobov ako vybrať mikroorganizmy vhodné pre bioaugmentáciu. Jednoumožnosťou je, že mikroorganizmy sú izolované z daných kontaminovaných pôd a po kultiváciiv laboratórnych podmienkach sú čisté adaptované bakteriálne kmene aplikované späť do pôdy.Tento prístup sa nazýva tzv. reinokulácia pôdy s pôvodnými mikroorganizmami. Druhoumožnosťou je výber mikroorganizmov z miest s podobným typom kontaminácie a použiťvybrané mikroorganizmy na prečistenie daných pôd (Mrozik a Piotrowska-Seget, 2010). Mnohémikroorganizmy sú veľmi prispôsobivé, čo sa týka metabolizmu, takže sú schopné degradovaťširoké spektrum substrátov. Najúčinnejšia eliminácia kontaminantov môže byť dosiahnutápoužitím mikrobiálnych inokúl izolovaných z prostredia, kde sa znečistenie vyskytuje v priebehuniekoľkých desiatok rokov (Mrozik a Piotrowska-Seget, 2010).
5.2.1 Biolúhovanie arzénu pôsobením autochtónnej mikroflóry a rodu

PseudomonasBiolúhovanie pomocou heterotrofných druhov baktérií je novou, doposiaľ málo publikovanoumožnosťou zvyšovania mobility kovov (Peťková et al., 2013a,b; Vojtková et al., 2013). Z tohtohľadiska predstavuje rod Pseudomonas veľmi atraktívnu bakteriálnu skupinu, keďžev porovnaní s ďalšími mikroorganizmami je možno dosiahnuť veľmi zaujímavú účinnosťbiolúhovania.Rod Pseudomonas bol popísaný v roku 1894 (Migula, 1894) a je jedným z najrôznorodejšíchbakteriálnych rodov, ktorého druhy boli izolované po celom svete v rôznych prostrediach, odAntarktídy po trópy. Baktérie sú prirodzene prítomné v sedimentoch, klinických vzorkách,rastlinách, hubách, vode, pôde, v rizosfére rastlín, atď. (Peix et al., 2009). Všeobecne možnopovedať, že vhodné stanovište pre pseudomonády sa nachádza v teplotnom rozmedzí 4 –42 °Cs hodnotou pH 4 až 8, s obsahom jednoduchých až zložitých organických zlúčenín (Moore et al.,2006). Rod Pseudomonas patrí k baktériám s mimoriadne významným bioremediačnýmpotenciálom, pričom je známy pre jeho širokú metabolickú prispôsobivosť a vysokú genetickú
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variabilitu. Druhy rodu Pseudomonas rýchlo rastú a sú obzvlášť známe pre ich schopnosťmetabolizovať rozsiahle množstvo substrátov, vrátane toxických organických chemických látok,ako sú napríklad alifatické a aromatické uhľovodíky. Často sú rezistentné voči antibiotikám,dezinfekčným a čistiacim prostriedkom, ťažkým kovom a organickým rozpúšťadlám.U niektorých kmeňoch bola potvrdená produkcia metabolitov, ktoré stimulujú rast rastlín aleboinhibujú škodcov rastlín (Moore et al., 2006). Druhy rodu Pseudomonas sú aeróbne a kyslík jezrejme hlavný limitujúci faktor pre ich habituáciu. V prírode sa druhy vyskytujú ako saprofytya parazity. Všeobecne platí, že nie sú popredné v anaeróbnych prostrediach a nevyskytujú sav extrémnych termofilných alebo acidofilných stanovištiach (Moore et al., 2006). Fylogenetickáklasifikácia baktérií na základe ich 16S rRNA génov viedla k vytvoreniu troch pododdeleníneskôr nazvaných „alpha“, „beta“ a „gamma“ Proteobacteria (Woese et al., 1984).Bakteriálny rod Pseudomonas tvorí veľmi významnú skupinu baktérií, ktorá vykazuje obrovskúekologickú diverzitu (Spiers et al., 2000; Ramos, 2004; Ramos a Filloux, 2010). Zástupci tohtorodu boli izolovaní z najrôznejších ekologických prostredí, opísané sú klinické izoláty z ľudskýchinfekcií (P. aeruginosa, P. fluorescens, P. monteilii, P. oryzihabitans, P. stutzeri), izoláty z fylosféryi rhizosféry rastlín (P. congelans, P. lurida, P. marginalis, P. argentinensis, P. panacis, P. poae,
P. savastanoi, P. straminea, P. syringae, P. trivialis, P. viridiflava), z minerálnych vôd (P. brenneri,
P. jessenii, P. gessardii, P. libanensis, P. mandelii, P. migulae, P. rhodesiae, P. veronii), z odpadovýcha drenážnych vôd (P. alcaligenes, P. pseudoalcaligenes, P. balearica, P. fluorescens, P. orientalis),z pôd kontaminovaných organickými i anorganickými látkami (P. delhiensis, P. fluorescens,

P. monteilii, P. mendocina, P. putida, P. panipatensis, P. pictorum, P. stutzeri), ako patogény rastlíni živočíchov (P. corrugata, P. flavescens, P. mediterranea), ale taktiež izoláty z extrémnychprostredí ako sú napr. ľudské ostatky (P. moraviensis), povrch soľných kryštálov(P. halosaccharolytica), zo siníc z Antarktídy (P. proteolytica), či z povrchu húb (P. reactans,
P. tolaasii).Rod je geneticky, fyziologicky i morfologicky značne heterogénny, často i v rámci jedného druhu,čo potvrdzuje percentuálne zastúpenie guanínu a cytozínu (G+C) v DNA v rozmedzí 58 – 69 %(Garrity et al., 2005). Väčšinu zástupcov tvoria rovné alebo mierne zakrivené baktérietyčinkovitého tvaru o rozmeroch 0,5 – 1,0 μm x 1,5 – 5,0 μm, ktoré sa pohybujú pomocoujedného alebo niekoľkých polárnych, vzácne laterálnych bičíkov (výnimku tvorí kmeň P. mallei,ktorý je nepohyblivým druhom). Pseudomonády sú gramnegatívne, nesporulujúce, aeróbnebaktérie so striktne respiračným metabolizmom, kde terminálnym akceptorom elektrónov jekyslík. V prípade výskytu v anaeróbnom prostredí je ďalším možným akceptorom elektrónovnitrát – schopnosť redukcie nitrátov je charakteristickou vlastnosťou pre tento rod, a lenniekoľko kmeňov nie je tohto procesu schopná (napr. väčšina biovarov P. fluorescens). Kultivácia
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rodu je nenáročná, väčšina druhov nevyžaduje zvláštne rastové faktory a z hľadiskametabolizmu ide prevažne o druhy chemoorganotrofné, len niektoré druhy sú chemolitotrofnéso schopnosťou využívať ako zdroj energie H2 alebo CO2 (Timmis, 2002; Sedláček, 2007; Rehm,2008; Bednář et al., 2009).Zástupcovia rodu Pseudomonas sú schopní aerobnej degradácie uhľovodíkov a ich derivátov,ktoré sa do prostredia dostávajú predovšetkým ako finálne produkty priemyslu. Veľká časťtýchto látok môže byť pseudomonádami využitá ako zdroj uhlíka. Schopnosť utilizácienajrôznejších uhľovodíkov (predovšetkým aromatických) je z veľkej časti sprostredkovanápomocou enzýmov oxygenáz, ktoré sú kódované génmi nesenými plazmidmi. K najznámejšímz nich patria plazmidy, ktoré boli nazvané podľa génov zaisťujúcich degradáciu špecifickýchlátok: plazmidy TOL (rozklad toluénu, m-xylénu a p-xylénu), CAM (rozklad kafru), NAH (rozkladnaftalénu), SAL (rozklad salicylátu) a OCT (rozklad n-oktánov) (Baldwin et al., 2003). Vďakamožnosti horizontálneho prenosu plazmidov, a to i medzi celkom nepríbuznými rodmi baktérií,dochádza k zvyšovaniu počtu druhov s uvedenými degradačnými schopnosťami (Akhmetov etal., 2008). Pseudomonády sú schopné degradovať i zlúčeniny halogénované, napriek tomu, že sútieto látky veľmi toxické a v prostredí často perzistujú. Tento proces je sprostredkovanýprodukciou dehalogenáz, enzýmov štiepiacich halogén-uhlíkovú väzbu halogénovýchsubstituentov – halogénaromátov, halogénalkánov, halogénalkoholov a halogénalkánovýchkyselín. Ich rozklad však prebieha veľmi pomaly, a to v aeróbnom i anaeróbnom prostredí(Fetzner a Lingens, 1994).Rýchlosť mikrobiálnej degradácie ropných uhľovodíkov je ovplyvnená mnohými faktormi, ktorémajú priamo či nepriamo dopad na rast a metabolizmus mikrobiálnej populácie. Pre rozkladtýchto látok je rozhodujúci ich fyzikálny stav – k najintenzívnejšej degradácii dochádza narozhraní fázy voda – uhľovodík. Ďalšími abiotickými faktormi ovplyvňujúcimi biodegradáciu súteplota, alkalita či acidita, vlhkosť prostredia, dostupnosť iných zdrojov uhlíkov, rastovýchfaktorov, dusíka a fosforu (Horáková, 2000).Charakteristickým a historicky významným taxonomickým znakom väčšiny pseudomonád jeprodukcia pigmentov. Fluorescenčné pseudomonády tvoria majoritnú časť rodu Pseudomonas –skupinu I (podľa rRNA homológie). Táto skupina zahŕňa významné druhy schopnébiodegradácie širokej škály zlúčenín a produkcie biotechnologicky dôležitých látok (obsahujeznámy kmeň P. putida). Zástupci rodu Pseudomonas produkujú celkovo 4 typy fenazínovýchpigmentov (pyocyanín, pyorubín, chlororafin, oxifenazin) a pyoverdin (nazývaný tiežfluoresceín) (Garrity et al., 2005). Najznámejším zo všetkých pigmentov rodu Pseudomonas jederivát fenazínu – pyocyanín, ktorý je dobre rozpustný vo vode, má modrozelenú farbu a môžedifundovať z bakteriálnej kolónie do okolitého média. Ďalšie fenazinové pigmenty sú menej
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rozpustné a niekedy kryštalizujú okolo kolónie, napr. zelený chlororafin, ktorý je produkovanýkmeňom P. chlororaphis (obr. 20). Žltozelené pyoverdíny (syn. fluoresceíny) sú druhovošpecifickými farbivami, lebo každý druh z fluorescenčných pseudomonád produkuje pyoverdínso špecifickým aminokyselinovým zložením. Tieto farbivá sú taktiež dôležitými pigmentamiz hľadiska fyziológie, lebo sú hojne produkované v médiách s nízkym obsahom železa, kde tvoriatzv. siderofóry – zlúčeniny chelatizujúce železo (Meyer et al., 2007). Ich fluorescencia sapohybuje od bieleho až k modrozelenému sfarbeniu, v závislosti na vlnovej dĺžke UV žiarenia(vlnová dĺžka pre max. excitáciu elektrónov sa pohybuje okolo 400 nm, väčšina fluorescenčnýchpigmentov je však schopná intenzívnej fluorescencie i pri nižšej vlnovej dĺžke). Táto vlastnosť sapoužíva k odlíšeniu pyoverdínu od iných fluorescenčných pigmentov. Pri niektorých druhoch satvoria pigmenty, ktoré nie sú rozpustné vo vode, ale zotrvávajú asociované s bunkovýmištruktúrami. Tieto pigmenty sa zvyčajne nazývajú karotenoidné a boli dokázané u P. mendocina,
P. alcaligenes a u kmeňa P. paucimobilis (Jenkis et al., 1979; O´Leary, 1989).

Obr. 20 Pseudomonas chlororaphis ZK-
1 s produkciou oranžového pigmentu
fenazínu (fenazín-1-karboxylát) na
trypton-sójovom agare (M290, HiMediaLaboratories, India)

Uvedené bakteriálne farbivá môžu mať antibiotické či protektívne účinky – môžu fungovať akoochrana proti UV žiareniu či pôsobeniu iných mikroorganizmov (O'Sullivan a O'Gara, 1992;Rekha et al., 2010). Aj keď u niektorých pigmentov nebola ich funkcia doposiaľ celkomobjasnená, môže byť ich produkcia veľmi dôležitým diagnostickým znakom, ktorý korelujes inými taxonomickými vlastnosťami tejto bakteriálnej skupiny (Garrity et al., 2005).
Patogenita baktérií PseudomonasPatogenita baktérií Pseudomonas je v priamej súvislosti so všeobecným rozšírením tohtobakteriálneho rodu. Tieto baktérie sú častým predstaviteľom nozokomiálnych nákaz, ktoré sašíria v nemocničných zariadeniach (Hynie, 2001; Votava, 2006). Na patogenite sa zo stranymikróba uplatňujú faktory viazané na bakteriálnu bunku (lipofilné povrchové vrstvy,extracelulárne polysacharidy, membránové lipopolysacharidy) i extracelulárne produktybaktérií (enzýmy, toxíny, bakteriálne pigmenty).
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Rod Pseudomonas tvorí mukoidné kmene, ktorých extracelulárny polysacharid alginát sa tvorív enormnom množstve, obaľuje celé mikrokolónie baktérií a účinne ich tak chráni predobrannými mechanizmami hostiteľa. S lipopolysacharidovými komplexami sú spojené typovošpecifické antigény, protilátky proti nim pôsobia ako opsoníny (Watson et al., 1994).Medzi extracelulárnymi enzýmami pseudomonád sa v patogenite uplatňujú hlavne proteolytickéenzýmy štiepiace kazeín, fibrín, elastín a kolagén. Proteolytické enzýmy poškodzujú stenydrobných ciev, čím vyvolávajú hemorágiu až nekrózy, inaktivujú zložky komplementu, a týmbránia ozonizácii, lebo inhibujú fagocytózu (Bednář et al., 2009). U niektorých kmeňovpseudomonád sa môžu toxicky prejavovať i produkované pigmenty – napr. pyocyanín sauplatňuje ako inhibítor mitochondriálnych enzýmov, znižuje pohyb riasiniek, a tým zhoršujeregeneráciu sliznice dýchacích ciest (Ran et al., 2003; Lau et al., 2004). Pyocyanín je pigmentmodro-zelenej farby, ktorý produkuje až 60 % kmeňov a je zodpovedný napr. za charakteristickésfarbenie hnisu v infikovanej rane.U pseudomonád sa uvádza taktiež produkcia ďalších exotoxínov s výraznou cytotoxickouaktivitou porušujúcou bunkové membrány hostiteľa a zvyšujúce ich permeabilitu (Seetharam etal., 1991; Gallant et al., 2000; Morlon-Guyot et al., 2009). Príkladom je produkcia leukocidínu(Scharmann, 1976).Medzi pseudomonády s preukázanou patogénnou aktivitou sú radené kmene P. aeruginosa,

P. fluorescens, P. luteola, P. maltophilia, P. monteilii, P. putida, menej často taktiež P. Pickettiia P. oryzihabitans. Kmene s preukázanou patogénnou aktivitou sú obvykle vysoko virulentnéa rezistentné na antibiotiká, dokonca u niekoľkých kmeňov je uvádzaná ich agresívna povaha(Wertheim a Markovitz 1992). Preto sa veľmi často pseudomonádové infekcie liečiakombináciou dvoch a viac antibiotík (Bednář et al., 2009).
Taxonómia baktérií rodu PseudomonasRod Pseudomonas, ktorý bol prvýkrát popísaný v roku 1894 ako rod gramnegatívnych,tyčinkovitých, polárne-bičíkatých mikroorganizmov so striktne anaerobným metabolizmom(Migula, 1894; Migula 1900), prechádzal po taxonomickej stránke radou zmien. Ako veľmiheterogénna skupina baktérií bol tento rod v minulosti niekoľkokrát reklasifikovaný na základefenotypových vlastností (Sneath et al., 1981) i chemotaxonomických dát (Oyaizu a Komagata,1983; Vancanneyt et al, 1996). Pôvodne boli členovia rodu Pseudomonas rozptýlení po celejtriede Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria a Gammaproteobacteria (Palleroni, 1984), avšakteraz je ich výskyt obmedzený výhradne na skupinu Gammaproteobacteria (s P. aeruginosa ako
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typovým druhom); zástupcovia zo skupiny Alphaproteobacteria a Betaproteobacteria bolipostupne prevedení do iných rodov (Kersters et al., 1996, Anzai et al., 2000).Moderná taxonómia celého rodu, vychádzajúca z DNA-DNA hybridizačných techník a metódgénovej sekvenčnej podobnosti molekúl 16S rRNA (Anzai et al., 2000), bola základomopakovaných identifikačných revízií, ktoré ukázali značnú variabilitu medzi doposiaľpopísanými druhmi (Palleroni et al., 1973; Krieg a Holt, 1984). Tento rozsiahly stupeňheterogenity medzi staršími zástupcami rodu Pseudomonas sa prejavuje existenciou vzdialenepríbuzných druhov, ktoré boli postupne reidentifikované a uvedené do existujúcich alebo novodefinovaných rodov. Tieto analýzy a taxonomické prestavby určili základné druhy skupiny Izahŕňajúce typové druhy P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida a P. syringae, pôvodnepopisované ako druhy fylogeneticky homogénnej skupiny Pseudomonas sensu stricto (v užšomslova zmysle) (Palleroni, 1992; Moore et al., 1996). Pôvodne zaradené druhy do skupiny II až IVboli postupne reklasifikované do rodov Brevundimonas, Sphingomonas, Burkholderia, Ralstonia,

Aminobacter, Comamonas, Acidovorax, Hydrogenophaga, Telluria a Stenotrophomonas (Palleroni,1993; Holloway, 1996; Kersters et al., 1996). Táto klasifikácia je celkom v súlade s novýmipohľadmi a fylogenetickými informáciami získanými na základe výsledkov sekvenčných štúdiímolekúl 16S rRNA uvedených v Ribosomal Database Project (Maidack et al., 1996). Modernátaxonómia založená na molekulárnych sekvenciách 16S rRNA uvádza rod Pseudomonas, ktorýbol pôvodne označovaný ako typ I (skôr fluorescenčná skupina pseudomonád) s podskupinami
Acinetobacter a Teredinibacter. V bezprostrednej blízkosti fylogenetickej vetve sú potomumiestnené rody Oceanospirillum a Colwellia. Táto molekulárna definícia rodu Pseudomonasvychádza z genotypizácie pomocou molekúl 16S rRNA a môže byť použitá ako základšpecifického taxonomického prístupu pre tento rod. Existujúca nomenklatúra rodu je uvedenáv List of prokaryotic names with standing in nomenclature a je dostupná online z webovéhoportálu http://www.bacterio.net/p/pseudomonas.html.V súčasnosti platné taxonomické radenie rodu Pseudomonas vychádza z doposiaľ známychpublikovaných štúdií (Palleroni, 1992; Garrity et al., 2015; databáza GenBank):Doména: BacteriaKmeň: ProteobacteriaTrieda: GammaproteobacteriaRad: PseudomonadalesČeľaď: Pseudomonadaceae

Rod: PseudomonasPráve kvôli vyššie uvedeným charakteristikám bola účinnosť rodu Pseudomonas hodnotenáv uvoľňovaní As z reprezentatívnych vzoriek technozemí v modelovej lokalite ZemianskeKostoľany realizáciou biolúhovacích experimentov..
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Biolúhovanie arzénu pôsobením autochtónnej mikroflóry a kmeňa Pseudomonas

chlororaphis ZK-1Bakteriálny kmeň Pseudomonas chlororaphis je všeobecne považovaný za veľmi adaptabilnýdruh pseudomonád. Vysoká biologická rozmanitosť u tohto druhu je charakterizovanákvalitatívnymi a kvantitatívnymi rozdielmi v množstve fenotypových variant, ktoré sú opisovanéna príkladoch zmien „divokých“ S-fenotypov na R-fenotypy alebo viac pigmentované P-fenotypy.Tieto zmeny boli zistené v súvislosti so zmenou zloženia prostredia, so zmenou obsahu živínv médiách i s chemickou aktivitou anabióznych autoinduktorov, podporujúcich vysoký stupeňzachovania životaschopnosti buniek v stresujúcom prostredí (Muliukin et al., 2008).Bakteriálny rod prešiel za posledné obdobie celou radou taxonomických zmien. Bakteriálnykmeň P. chlororaphis spolu s kmeňom P. aurantiaca a P. aureofaciens boli považované až do roku1989 za samostatné druhy rodu Pseudomonas (Johnson a Palleroni, 1989). Následnémolekulárno-genetické analýzy preukázali, že typový kmeň P. chlororaphis (DSM 50083T)vykazuje 99,5 % genovú sekvenčnú podobnosť ku kmeňu P. aurantiaca (NCIMB 10068T)a P. aureofaciens (DSM 6698T) (Peix et al., 2007). Výsledky analýz mastných kyselín a ďalšíchfenotypových znakov ukázali, že tieto kmene spolu úzko súvisia, i keď medzi nimi existujú istérozdiely. Všetky tieto výsledky potvrdili predchádzajúce reklasifikačné pokusy a nakoniecvyústili do taxonomického preradenia druhu P. aurantiaca a P. aureofaciens pod jedinýbakteriálny druh – P. chlororaphis s tromi samostatnými poddruhmi, pre ktoré boli navrhnuténasledujúce názvy: P. chlororaphis subsp. chlororaphis s typovým kmeňom DSM 50083T(= ATCC 9446T = NCIMB 9392T), P. chlororaphis subsp. aureofaciens s typovým kmeňom DSM6698T (= ATCC 13985T = NCIMB 9030T) a P. chlororaphis subsp. aurantiaca s typovým kmeňomNCIMB 10068T (= ATCC 33663T = CIP 106718T) (Peix et al., 2007).
Pseudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca bol prvýkrát izolovaný v roku 2009 z povrchustoniek cukrovej trstiny rastúcej v Pakistane (Mehnaz et al., 2009). Identifikácia kmeňa prebehlana základe sekvenčnej analýzy 16S rDNA, následne boli skúmané fyziologické a biochemickévlastnosti. Potvrdilo sa, že bunky tejto baktérie produkujú dva hlavné difuzibilné pigmentyzelenej a oranžovej farby, ktoré spôsobujú typické sfarbenie bakteriálnych kolónií. V okolíkolónií sa živné médium sfarbuje na zeleno s prejavom fluorescencie pod UV lampou.Taktiež sa preukázalo, že kmeň môže slúžiť ako prírodný zdroj látok proti hubovýmfytopatogénom, a to predovšetkým z rodu Fusarium a Colletotrichum (Tombolini et al., 1999;Chin-A-Woeng et al., 2000; Shepelevich et al., 2012). V metabolických produktoch baktérií boliidentifikované dve skupiny bioaktívnych látok, z ktorých jedna je zodpovedná zaantimikrobiálny účinok a druhá za antifungiálnu aktivitu. Táto látka je v súčasnosti skúmaná akonový fungicídny prípravok. Za ďalšie antifungiálne metabolity boli identifikované taktiež
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fenazín-1-karboxylová kyselina, 2-hydroxyfenazín a N-hexanoyl-homoserín laktón (Feklistovaa Maksimova, 2008; Mehnaz et al., 2009). Okrem vyššie uvedených látok produkuje kmeňi kyselinu indoloctovú a siderofóry (Mandryk et al., 2007).Hoci je kmeň považovaný za účinný biokontrolný mikroorganizmus v boji proti niektorýmhubám (Mark et al., 2006; Liu et al., 2007b), jeho patogenita nebola doposiaľ spoľahlivopreskúmaná. Preto je všeobecne považovaný za nepatogénny bakteriálny druh. Agentúra naochranu životného prostredia uvádza, že „Pseudomonas chlororaphis nepreukazuje toxicitu alebopatogenitu pre človeka, voľne žijúce živočíchy alebo životné prostredie“ (EPA, 2009). Avšak,známe sú vedecké štúdie predkladajúce izoláty P. chlororaphis ako rybie patogény s pomernevysokou mortalitou (Hatai et al., 1975).Bakteriálny kmeň Pseudomonas chlororaphis ZK-1 je novým izolovaným a identifikovanýmautochtónnym kmeňom z pochovaných antropogénnych sedimentov z lokality ZemianskeKostoľany, kde obsah As dosahoval 230 mg.kg-1.
Genotypová charakteristika kmeňa P. chlororaphis ZK-1Ribotypizácia realizovaná pomocou endonukleázy AluI odhalila identitu medzi kmeňom
P. chlororaphis ZK-1 a bakteriálnym kmeňom Pseudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca.Získaná sekvencia bola vložená do databázy GenBank pod prístupovým číslom KJ541675.Najbližším taxonomicky príbuzným kmeňom bol zistený izolát P. chlororaphis zong1 (Zhao et al.,2013), ktorý bol zistený ako endofytický kmeň z hľúz na koreňoch strukoviny Sophora

alopecuroides. Taxonomická pozícia kmeňa P. chlororaphis ZK-1 v podobe fylogenetickéhostromu, ktorý obsahuje všetky typy susedných pseudomonád s podobnostnou úrovňou nad98,5 % je znázornená na obr. 21.

Obr. 21 Fylogenetický strom znázorňujúci príbuznosť 16S rRNA sekvencie druhu Pseudomonas
chlororaphis ZK-1 s najbližšími druhmi v databáze GenBank
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Fenotypová charakteristika kmeňa P. chlororaphis ZK-1Morfologicky vykazuje baktéria gramnegatívny typ bunky tyčinkovitého tvaru, pohyblivé,jednotlivo aj v nepravidelných zhlukoch. Kmeň tvorí gulaté, hladké, lesklé a ploché kolónie sozahusteným stredom, 1 – 2 mm v priemere. Okraj je súvislý, slizovitej konzistencie, oranžovejfarby s výraznou difundáciou farbiva do okolitého média (obr. 22). Zistilo sa, že po 3 až 4inokuláciách na agarovom nutričnom médiu sa produkcia oranžového farbiva výrazne znižujea dochádza k rastu kolónií bez pigmentácie, ktorých výskyt je pravdepodobne spojenýs mutáciou bakteriálneho kmeňa.

Obr. 22 Tvar a farba kolónií P. chlororaphis ZK-1 na pevných agarových médiách: Mueller-Hinton
agar (M137, HiMedia Laboratories, India) a krvný agar so 7 % defibrovanou krvou z barana(servisná príprava, LabMediaServis, Česká republika)
Pozitívne biochemické testy: kataláza, kyselina z glukózy oxidatívne, rast pri 37°C, produkciafluoresceínu a fenazínu, arginín dihydroláza, Simmons test, OF test, malonát sodný, hydrolýzaželatíny, Tweenu 80, kaseínu, tyrozínu a lecitínu, kyselina z mannitolu, fruktózy, xylózya maltózy, oxidáza, hemolýza.
Negatívne biochemické testy: kyselina z glukózy fermentatívne, acetamid, redukcia nitrátov,redukcia nitritov, hydrolýza škrobu a eskulínu, ONPG, DNA, dekarboxylácia lyzínu,dekarboxylácia ornitínu, ureáza, rast v prítomnosti 6,5% NaCl.Podrobnejšie výsledky biochemickej fenotypizácie s využitím prístroja BiologTM MicroStation(MicroLogIII 4.20.05) sú prehľadne uvedené v tab. 22.
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Tab. 22 Vybrané fenotypové vlastnosti druhov P. chlororaphis ZK-1

Biochemické charakteristiky P. chlororaphis ZK-1Farbenie podľa Grama (*) -Farba kolónie (*) oranžováRast pri 4°C +Rast pri 37°C +Rast pri 41°C -Pigmentácia (*) +Produkcia fluoresceínu +Pyocyanín (**) -Rast v NaCl (6,5 % NaCl ) -Hydrolýza Tweenu 80 +Hydrolýza škrobu -Hydrolýza želatíny +Hydrolýza kazeínu +Redukcia dusičnanov -L-arabinóza +D-glukóza +Kyselina z xylózy +D-manóza +D-galaktóza +D-fruktóza +L-rhamnóza -D-trehalóza +Sacharóza +Maltóza -L-alanín +(*) farba kolónie a produkcia pigmentov overená na základnom živnom médiu Trypton soyaagar (HiMedia Laboratories, India)(**) produkcia pigmentu pyocyanínu overená na médiu King A (HiMedia Laboratories, India)
Charakteristika rezistencie kmeňa P. chlororaphis ZK-1

Senzitivita voči ATB: kmeň bol citlivý na amikacín, aztreonam, karbenicilín, cefepim, cefotaxím,ciprofloxacín, ko-trimoxazol, doxycyklín, gatifloxacín (v ČR doposiaľ neregistrované),gentamicín, kanamycín, levofloxacín, mezlocilín, netilmicín (netilín), norfloxacín, ofloxacín,roxitromycín, tetracyklín a tobramycín.
Rezistencia voči ATB: z testovaných antibiotík bol kmeň rezistentný voči antibiotikám ampicilín,bacitracín, cefalexín, erytromycín, lomefloxacín, meropenem, penicilín – G, streptomycín,tikarcilín, vankomycín (obr. 23).
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Rezistencia voči kovom: veľmi vysoká rezistencia(≥ 10 mM.l-1) voči iónom Co2+, Cu2+, Fe2+, Li+,Mg2+, Ni2+ (obr. 24), Zn2+, ako aj vysokárezistencia voči As3+, Cr4+, Hg2+, Pb2+.

Obr. 23 Testovanie rezistencie
P. chlororraphis ZK-1 voči ATB
pomocou multidisku (HiMediaLaboratories, India)

Obr. 24. Skúška rezistencie k iónom Ni2+: kontrolná inokulácia na trypton-sójovom agare(M290, HiMedia Laboratories, India)
Vplyv inokulácie kmeňa P. chlororaphis ZK-1 na uvoľňovanie AsVplyvom posilnenia autochtónnej mikroflóry inokulovaným kmeňom Pseudomonas chlororaphisZK-1 sa podiel uvoľneného arzénu pohyboval v rozmedzí 1,71 – 13,62 hm. % z celkovýchobsahov v závislosti od vzorky (tab. 23). Najvýraznejší vplyv pridanej kultúry sa prejavil vovybraných vzorkách č. 2 a 3, kde účinnosť uvoľnenia arzénu do roztoku bola až 2-násobne vyššiaoproti kontrolným výluhom, ktoré obsahovali iba pôdny substrát a živné médium. V prípadevzorky č. 1 sa viac prejavilo pôsobenie samotnej autochtónnej mikroflóry ako kmeňa.
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Tab. 23 Výsledky biolúhovania As z pôdno-popolových substrátov po inokulácii kmeňa
Pseudomonas chlororaphis ZK-1 (priemerné hodnoty)

Vzorka AsTot
Množstvo uvoľneného arzénu

vo výluhoch (n = 4)
Obsah arzénu v kontrolných

výluhoch*(n = 1)mg.kg-1 µg.l-1 mg.kg-1 % µg.l-1 mg.kg-1 %
1 264 45,26 4,53 1,71 45,60 4,56 1,73
2 93 96,28 9,63 10,35 29,72 2,97 3,20
3 193 262,96 26,30 13,62 93,64 9,36 4,85
4 230 40,19 4,02 1,75 34,57 3,46 1,50
5 634 165,74 16,57 2,61 68,76 6,88 1,08
6 377 139,48 13,95 3,70 115,47 11,55 3,06* pôsobenie samotnej autochtónnej mikroflóry, kontrolné výluhy obsahovali len vzorkusubstrátu zaliatu čistým živným médiom bez bakteriálneho inokula

Biolúhovanie As pôsobením autochtónnej mikroflóry a kmeňa Pseudomonas putida ZK-5
(biotyp A)

Pseudmonas putida je kozmopolitný bakteriálny druh, ktorého výskyt je bežný vo vode i v pôde.Kmeň býva taktiež izolovaný z klinických materiálov, ako sú napr. hlieny a moč (Bendář et al.,2009). Kmeň je radený medzi fluorescenčné pseudomonády, pretože produkuje fluoresceín(pyoverdín), avšak neprodukuje žiadne fenazínové pigmenty. Od ostatných fluorescenčnýchpseudomonád sa P. putida odlišuje taktiež rozdielnou schopnosťou rastu v závislosti na teplote –dokáže rásť pri 4 °C, čo predstavuje riziko rastu v chladiacich zariadeniach, a hrozí taknebezpečenstvo kontaminácie krvných i iných transfúzií. Od P. aeruginosa a P. fluorescens satento druh odlišuje neschopnosťou ztekucovať želatínu a dobrým rastom na vyšších amínoch –benzylamíne, butylamíne, α-amylamíne (obzvlášť rast na benzylamíne je charakteristickýa odlišuje kmeň P. putida od morfologicky veľmi podobného kmeňa P. fluorescens, ktorý na ňomnerastie) (Jedličková, 1981; Sleigh a Timbury, 1990; Bednář et al., 2009). P. putida patrík bakteriálnym kmeňom s vysokou schopnosťou horizontálnej výmeny génov, preto je tentodruh schopný degradovať veľké množstvo organických i anorganických látok a je dnesnajznámejšou pseudomonádou využívanou k praktickému odstráneniu rôznych kovovz kontaminovaného prostredia (Sharma, 2005). Stanier et al. (1966) delí tento druh do dvochbiotypov. Pri biotype A nie je jednoznačný rast pri 4°C (táto schopnosť rastu však bolapreukázaná len u 11 kmeňov z celkových 32 radených do tejto skupiny). Pri 4 °C rastú všetkykmene biotypu B. Biotyp B nedokáže, na rozdiel od biotypu A, utilizovať nikotinát, avšak rastiena médiách s prídavkom L-tryptofánu, L-kynurenínu a antranilátu. Všeobecne možno považovaťbiotyp B za univerzálnejší kmeň, ktorý dokáže spracovávať oveľa širšie spektrumkontaminujúcich látok oproti biotypu A (galaktóza, fenol, salicylát, naftalén, a ďalšie) (Stanier etal., 1966).
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Kmeň Pseudmonas putida ZK-5, ktorý zodpovedá biotypu A, je taktiež novým izolovanýma identifikovaným autochtónnym izolátom z pochovaných antropogénnych sedimentovna lokalite Zemianske Kostoľany zo vzorky s obsahom As 264 mg.kg-1.
Genotypová charakteristika kmeňa P. putida ZK-5Taxonomizácia na základe 16S rRNA preukázala, že najbližším doposiaľ identifikovanýmkmeňom je P. putida PCL 1759. Tento kmeň bol opísaný ako nový biokontrolný izolát v roku2007 (Validov et al., 2007). Kmeň bol izolovaný z rhizosféry rajčiat s cieľom nájsť významnédruhy baktérií a popísať ich vzájomné biotické vzťahy zaisťujúce prirodzenú biologickú ochranurastlín s výhľadom na ich budúce aplikácie v modernej záhradníckej praxi. Taxonomicképostavenie kmeňa na základe dostupných výsledkov v databáze GenBank uvádza obr. 25.

Obr. 25 Fylogenetický strom znázorňujúci príbuznosť 16S rRNA sekvencií druhu Pseudomonas
putida ZK-5 s najbližšími druhmi v databáze GenBank

Identifikovaný kmeň Pseudomonas putida ZK-5 má biele sfarbenie, guľaté, hladké, leskléa ploché bunky s mierne nepravidelným okrajom. Patrí medzi gram-negatívne baktéries niekoľkými polárnymi bičíkmi pre pohyb, ktoré využívajú aeróbny metabolizmus (Harwood etal., 1989). Druh je významný pre životné prostredie vďaka svojmu metabolizmu a schopnostirastu v pôdach a sedimentoch kontaminovaných vysokými obsahmi ťažkých kovova organických zlúčenín (Wu et al., 2011).
Fenotypová charakteristika kmeňa P. putida ZK-5Morfologicky vykazuje baktéria gramnegatívny typ bunky a tvoria pohyblivé kokotyčinky ažtyčinky, ktoré sa vyskytujú jednotlivo i v nepravidelných zhlukoch. Kolónie sú guľaté, hladké,lesklé, ploché a krémové s mierne nepravidelným okrajom. Konzistencia je mazľavá a slizovitá(obr. 26, 27).
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Obr. 26 Morfológia kolónií kmeňa P. putida ZK-5 na kultivačných pôdach: zľava hore krvný agarso 7 % defibrovanou krvou z barana (servisná príprava, LabMediaServis, Česká republika), vpravohore M137 Mueller-Hinton agar, zľava dole M290 trypton-sójový agar a vpravo dole MV581 glukózovýagar s kryštálovou violeťou (HiMedia Laboratories, Indie)

Obr. 27 Rast kolónií po viacbodovej inokulácii izolátu ZK-5 na kultivačných médiách: zľavaM137 Mueller-Hinton agar, M290 trypton-sójový agar a M134 krvný agar (HiMedia Laboratories,India)
Pozitívne biochemické testy: produkcia kataláz a oxidáz, kyselina z glukózy oxidatívne, rast pri37 °C, arginín dihydroláza, Simmons test, OF test, hydrolýza tyrozínu, kyselina z fruktózya xylózy, rast v prítomnosti 6,5% NaCl .
Negatívne biochemické testy: kyselina z glukózy fermentatívne, acetamid, redukcia nitrátov,produkcia fluoresceínu, redukcia nitritov, hydrolýza želatíny, škrobu, Tweenu 80, kazeínu,lecitínu a eskulínu, ONPG, DNA, dekarboxylácia lyzínu, dekarboxylácia ornitínu, ureáza, kyselinaz maltózy a mannitolu, hemolýza.Podrobnejšie výsledky biochemickej fenotypizácie s využitím prístroja BiologTM MicroStation(MicroLogIII 4.20.05) sú prehľadne uvedené v tab. 24.
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Tab. 24 Vybrané fenotypové vlastnosti P. putida ZK-5

Biochemické charakteristiky P. putida ZK-5Farbenie podľa Grama (*) -Farba kolónie (*) bielaRast pri 4°C +Rast pri 37°C +Rast pri 41°C -Pigmentácia (*) -Produkcia fluoresceínu -Pyocyanín (**) -Rast v NaCl (6,5 % NaCl) +Hydrolýza Tweenu 80 -Hydrolýza škrobu -Hydrolýza želatíny -Hydrolýza kazeínu -Redukcia dusičnanov -L-arabinóza -D-glukóza +Kyselina z xylózy +D-manóza +D-galaktóza -D-fruktóza +L-rhamnóza -D-trehalóza -Sacharóza -Maltóza -L-alanín +(*) farba kolónie a produkcia pigmentov overená na základnom živnom médiu Trypton soyaagar (HiMedia Laboratories, India)(**) produkcia pigmentu pyocyanínu overená na médiu King A (HiMedia Laboratories, India)
Charakteristika rezistencie kmeňa P. putida ZK-5

Senzitivita voči ATB: kmeň preukázal veľmi vysokú citlivosť (senzitivitu) voči antibiotikámamikacín, karbenicilín, cefotaxín, ceftazidím, ceftizoxím, ceftriaxon, doxycyklín, gatifloxacín (v ČRdoposiaľ neregistrovaný), gentamicín, imipenem, kanamycín, levofloxacín, netilmicín (netilín),ofloxacín, roxitromycín, streptomycín, tetracyklín, tobramycín.
Rezistencia voči ATB: z testovaných antibiotík bol kmeň rezistentný voči antibiotikám ampicilín,bacitracín, cefalexín, erytromycín, ko-trimoxazol, lomefloxacín, meropenem, vankomycín,penicilín – G.
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Rezistencia voči kovom: veľmi vysoká rezistencia (≥ 10 mM/l) voči iónom Li+, Mg2+, Ni2+, a vysokárezistencia voči As3+, Cr4+, Fe2+.
Vplyv inokulácie kmeňa P. putida ZK-5 na uvoľňovanie AsÚčinnosť lúhovania arzénu v skúmaných substrátoch pôsobením autochtónnej mikroflóryposilnenej biolúhovacími schopnosťami kmeňa Pseudomonas putida ZK-5 bola vyššia akov prípade experimentu s P. chlororaphis ZK-1 a pohybovala sa v rozmedzí 4,03 - 18,55 hm. %(tab. 25). V prípade druhu P. putida ZK-5 bol však pozoruhodný vplyv naočkovaného kmeňaoproti len samotnej autochtónnej mikroflóre. Naočkovaním vzoriek kmeňom P. putida ZK-5 sauvoľnilo v priemere takmer 2-násobne viac arzénu ako pôsobením iba autochtónnych druhov.
Tab. 25 Výsledky biolúhovania As z pôdno-popolových substrátov po inokulácii kmeňa
Pseudomonas putida ZK-5 (priemerné hodnoty)

Vzorka AsTot
Množstvo uvoľneného arzénu vo

výluhoch (n = 4)
Obsah arzénu v kontrolných

výluhoch*(n = 1)mg.kg-1 µg.l-1 mg.kg-1 % µg.l-1 mg.kg-1 %
1 264 179,54 17,95 6,80 91,52 9,15 3,47
2 93 172,48 17,25 18,55 56,22 5,62 6,05
3 193 166,64 16,66 8,63 46,81 4,68 2,43
4 230 218,24 21,82 9,49 34,42 3,44 1,50
5 634 255,37 25,54 4,03 71,95 7,20 1,13
6 377 296,64 29,66 7,87 208,14 20,81 5,52* pôsobenie samotnej autochtónnej mikroflóry, kontrolné výluhy obsahovali len vzorkusubstrátu zaliatu čistým živným médiom bez bakteriálneho inokula

Novou a aktuálnou problematikou je aj význam rodu Pseudomonas v biovolatilizácii. Zhang et al.(2012) izolovali z morského prostredia baktériu Pseudomonas putida SP1, ktorá preukázalavysokú hladinu rezistencie voči ortuti i ďalším kovom (Co, Cd, Cu, Cr, Pb, Zn) a taktiež vočiantibiotikám. Z výsledkov volatilizačných testov s využitím atómovej absorpčnej spektrometrieautori uvádzajú, že izolovaný kmeň P. putida SP1 môže volatilizovať takmer 100 % z celkovejortuti, ktorej bol kmeň vystavený. Uvedené výsledky sú prakticky významné pre štúdiumbioremediácie morského prostredia.Podiel kmeňa Pseudomonas stutzeri NT-1 na biotransformácii selénu uvádza Kagami et al.(2013). Získané výsledky porovnávajú autori s účinnosťou ďalších bakteriálnych kmeňov.V tejto štúdii bolo preukázané, že kmeň P. stutzeri NT-1 je schopný relevantnej biovolatilizácieselénu prostredníctvom metylovaných zlúčenín v niekoľkonásobne vyššej miere akoporovnávané bakteriálne druhy. Baktéria NT-1 transformovala selén na zlúčeniny
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dimetyldiselenid a dimetylselenid. Oxidačný stupeň selénu nemal vplyv na výsledokbiovolatilizačného procesu.V roku 2013 Chen et al. predložili štúdiu, ktorej cieľom bolo využitie transgénneho kmeňa
P. putida KT2440 k odstráneniu toxického arzénu z kontaminovanej pôdy (Chen et al., 2013).Genotyp kmeňa P. putida KT2440 bol modifikovaný vložením transgénu arsM pre expresiuenzýmu S-adenozylmetionín-methyl-transferázy pôvodom zo zelenej riasy Chlamydomonas

reinhardtii. Rekombinantná baktéria výrazným spôsobom metylovala anorganický arzén na jehomenej toxické organozlúčeniny. Výsledky tejto štúdie sú významné pre bioremediáciu arzénuv oblasti životného prostredia a zníženia množstva arzénu v potravinách.Prehľad ďalších kmeňov rodu Pseudomonas, ktoré boli doposiaľ študované v súvislostis biovolatilizačnými procesmi uvádza tab. 26.
Tab. 26 Prehľad bakteriálnych kmeňov Pseudomonas a ich využitie k biovolatilizácii toxických
kovov

5.2.2 Biolúhovanie As pôsobením autochtónnej mikroflóry a alochtónneho rodu
RhodococcusBaktérie rodu Rhodococcus sú významné mikroorganizmy, a to hlavne vďaka svojímmimoriadnym metabolickým vlastnostiam. Genóm baktérií je vybavený veľkými lineárnymiplazmidmi nesúcimi gény, ktoré kódujú enzýmy schopné degradovať celú škálu cudzorodýcha prirozene sa vyskytujúcich zlúčenín, z ktorých niektoré môžu predstavovať dlhodobé rizikopre životné prostredie (Larkin et al., 2006; Bell et al., 1998). Bioremediačný potenciál rodu

Rhodococcus je obrovský a je známe, že produkty jeho metabolizmu sú karotenoidy, biologickyaktívné látky, organické kyseliny a ďalšie látky (Gürtler et al., 2010).

Bakteriálny druh Biovolatilizované
kovy Zdroj

Pseudomonas arsenitoxidans As(III), As(V) Santini et al. (2000)
Pseudomonas stutzeri NT-1 Se(IV), Se(VI) Kagami et al. (2013)
Pseudomonas sp. As(III), As(V), Se(IV) Shariatpanahi et al. (1981)
Pseudomonas fluorescens As(V), As(III) Honshopp et al. (1996)
Pseudomonas fluorescens Tar3 Se(IV), Se(VI) Siddique et al. (2007)
Pseudomonas fluorescens K27 Sb(III),Te(II) Gürleyük et al. (1997), Basnayake et al. (2001)
Pseudomonas putida SP1 Hg(I) Zhang et al. (2012)
Pseudomonas putida KT2440 As(III) Chen et al. (2013)
P. chlororaphis ZK-1 As(III), V(I), Pb(I) Šimonovičová et al. (2016)
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Taxonómia rodu RhodococcusTaxonomické postavenie bakteriálneho rodu Rhodococcus v systéme prokaryot nie je doposiaľcelkom jednoznačne vymedzené a je sprevádzané celým radom zmien na úrovni zaradenia roduako aj jeho jednotlivých druhov. Aktuálne platná taxonómia rodu vychádza z jeho doterazznámeho fylogenetického postavenia (Sedláček, 2007; databáza GenBank 2016):
Doména: BacteriaKmeň: ActinobacteriaTrieda: ActinobacteridaeRad: ActinomycetalesPodrad: CorynebacterineaeČeľaď: Nocardiaceae

Rod: Rhodococcus

Taxonomické radenie rodu Rhodococcus bolo navrhnuté na základe štúdia 92 charakteristickýchznakov aktinomycét, ktoré boli do tohto rodu zaradené podľa svojej percentuálnej podobnosti(Goodfellow et al., 1977). Skúmané charakteristiky zahrňovali predovšetkým základnémorfologické vlastnosti, ďalej utilizačné skúšky, toleranciu k inhibičným zlúčeninám, rezistenciuk rôznym druhom antibiotík, schopnosť rastu v rôznych teplotách a pri rôznej hodnote pH,a mnoho ďalších biochemických testov. Podrobnejšie taxonomické štúdie zahŕňali ešte ďalšiefyziologické analýzy, napríklad využívanie fluorogénnych substrátov k detekcii špecifickýchenzymatických aktivít (Bell et al., 1998; Googfellow et al., 1990).Základom reklasifikácie a súčasnej reorganizácie taxonómie bakteriálneho rodu Rhodococcus súgenomické štúdie s využitím sekvenčnej analýzy konkrétnych oblastí genómu, predovšetkým16S rDNA, ktorej stupeň homológie vyjadruje príbuznosť jednotlivých druhov (Bell et al., 1998).Génové sekvencie 16S rDNA sú teraz k dispozícii pre všetky platne popísané druhy Rhodococcus.Ich podrobné štúdium ukázalo, že rod Rhodococcus tvorí relatívne odlišné kmene, ktoré možnorozdeliť do celkovo piatich samostatných skupín (obr. 28) (Rainey et al., 1995). Prvá skupinaobsahuje R. erythropolis, R. glomerulus, R. marinonascens a R. opacus, druhá obsahuje
R. rhodochrous, R. ruber a R. coprophilus a kmene R. rhodnii, R. fascians a R. equi tvoria každýsvoju vlastnú odlišnú vetvu fylogenetického stromu. Autori štúdie takisto dospeli k záveru, žerod Nocardia sa skôr vyvinul v rámci rodu Rhodococcus ako vedľa neho. Pri ďalšom skúmaní sazistilo, že druh R. zopfii sa nachádza v skupine R. rhodochrous, zatiaľ čo R. percolatus náleží doskupiny R. erythropolis (Briglia et al., 1996). V súčasnosti je názov rodu Rhodococcus plne uznanýv schválenom zozname bakteriálneho názvoslovia (Approved List of Bacterial Names) ako aj
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v aktuálnom vydaní Bergey´s Manual of Systematic Bacteriology (Jones a Goodfellow, 2012), kdeje doposiaľ popísaných 30 druhov tohto rodu (Skerman et al., 1980; Gürtler a Seviour, 2010;Jones a Goodfellow, 2012).
Fyziologické vlastnosti roduBaktérie rodu Rhodococcus sú prevažne gram-pozitívne baktérie (ale taktiež môžu byť gram-variabilnými druhmi baktérií), sú nepohyblivé, aeróbne, chemoorganotrofné s oxidačnýmmetabolizmom, schopné využívať všeobecne celú radu organických zlúčenín ako jediný zdrojuhlíka a energie. Väčšinou sú acidorezistentné. Zástupci rodu sa môžu vyskytovať vo formetyčiniek, kokov a dokonca v závislosti na morfologických zmenách sa u starších kultúr môževytvárať i silno vetvené substrátové mycélium (Vojtková et al., 2012b). Farba nie je vždyčervená. Sfarbenie kolónie sa môže líšiť v závislosti na druhu i kultivačných podmienok. Známesú farebné variety- od bezfarebných cez žltohnedé, krémové, žlté, oranžové až po lososovéodtiene (Goodfellow et al., 1998; Gürtler a Seviour, 2010).Zástupcovia bakteriálneho rodu Rhodococcus sú v prostredí veľmi rozšírení. Izolovali saz veľkého množstva prírodných zdrojov, vrátane kontaminovaných zemín a odpadovýchsubstrátov, povrchových i podzemných vôd a z morských sedimentov. Nájdení a vyizolovaní bolitaktiež z extrémneho prostredia, napríklad zo suchých púštnych oblastí, z podzemnej vodys nízkym obsahom O2 (Kuyukina a Ivshina, 2010), zo vzduchu ruskej kozmickej stanice Mir (Li etal., 2004), i z kalov odpadových vôd ako baktérie degradujúce karbandazím (Wang et al., 2010).Baktérie Rhodococcus sú často izolované z prostredia, kde sú prítomné uhľovodíky. Niektorédruhy, najmä R. rhodochrous a R. ruber, preukázali schopnosť rastu i v prítomnosti plynnýchuhľovodíkov (propán, bután, acetylén), ktoré využívajú ako vhodný zdroj uhlíka (Ivshina et al.,1994). Niektoré druhy rhodokokov sú schopné degradovať taktiež alifatické a polycyklickéuhľovodíky, pyridín, steroidy, lignín, chlórované fenoly, nitrované aromatické zlúčeniny,niektoré pesticídy, dibenzothiofén či pentachlórfenol (De Carvalho et al., 2014). Tieto kmenemôžu byť biotechnologicky využívané pre produkciu enzýmov, ktoré slúžia k transformáciixenobiotík (Morton et al., 2001). Vlastnosti rezistencie baktérií Rhodococcus a ich metabolickéschopnosti k degradácii všetkých týchto látok sú spojené s vlastnosťami genómu, predovšetkýms neobvyklou prítomnosťou viac homológnych katabolických génov vrátane prítomnosti veľkýchlineárnych plazmidov (Larkin et al., 2005; De Carvalho et al., 2014). Pri rode Rhodococcus bolitaktiež zistené plazmidy zabezpečujúce odtok kovových iónov (Sekine et al., 2006; De Carvalhoet al., 2014). Veľký počet z nich sú plazmidy konjugatívne alebo mobilizovateľné (Letek et al.,2010). Štúdiom katabolických plazmidov pri druhoch R. jostii RHA1 a R. erythropolis BD2 bola
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potvrdená funkcia niekoľkých transportérov zapojených do exportu kovových iónov (As, Cd, Cua Hg). Gény pre transport ťažkých kovov však môžu byť taktiež súčasťou nukleotidu a mnohéz nich boli preukázané ako substrátovo zmiešané pre mnoho rôznych zlúčenín (Dabbs a Sole,1988; Stecker et al., 2003).

Obr. 28 Schéma súčasného taxonomického členenia bakteriálneho rodu Rhodococcus(Rainey et al., 1995)
Zástupcovia druhov Rhodococcus sú využívaní v procesoch moderných biotechnológií –v priemyselných syntézach a transformáciách. V posledných rokoch dochádza k rozvoju v oblastiklonovacích vektorov, ktoré umožňujú prenos génov v rámci tohto rodu, ale taktiež medzirodom Rhodococcus a inými bakteriálnymi druhmi – napríklad medzi baktériami Escherichia coli(Shao et al., 1995; Whyte et al., 2002). S využitím transgénnych manipulácií na molekulárnejgénovej úrovni sa využívajú užitočné fenotypové znaky zaujímavých druhov Rhodococcus, ktorémôžu byť prenášané aj na iné organizmy (Pei et al., 2014).Zaujímavým príkladom biotechnologického využitia rhodokokov v praxi je kmeň R. rhodochrousJ1, ktorý je v Japonsku firmou Nitto Chemistry Industry Company Ltd. využívaný k výrobe viacako 30 000 ton akrylamínu ročne a ide tak o prvé úspešné priemyselné využitie baktérií
Rhodococcus v chemickom priemysle (Tao et al., 2009). Vzhľadom k týmto preukázaným
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metabolickým schopnostiam rhodokokov vzniká ďalšia možnosť biotechnologického využitiatohto rodu k produkcii celej rady významných látok, ako sú kyselina akrylová, rôzne amidy,vitamíny, nikotínamid a ďalšie látky chemického charakteru (Zhang et al., 2015).
Bioremediácia znečišťujúcich látokBioremediácia s využitím baktérií rodu Rhodococcus má veľký potenciál v účinnej obnoveznečisteného prostredia, pretože ich schopnosť degradovať rôzne chemické zlúčeniny má veľkývýznam v prírodnej degradácii i cielenej bioremediácii týchto látok (tab. 27). Tento rod sa častoprirodzene vyskytuje v rámci autochtónnej mikroflóry kontaminovaného prostredia, kde dokážepretrvať i za veľmi nepriaznivých podmienok (Kuyukina a Ivshina, 2010). Medzi chemickéznečisťujúce látky, ktoré môžu byť degradované týmto bakteriálnym rodom, patria ajperzistentné polycyklické aromatické uhľovodíky (PAH) a polychlórované bifenyly (PCB), ktorésú považované za obzvlášť nebezpečné v životnom prostredí. Celá rada PCB je významnenarušená a čiastočne degradovaná kmeňmi R. rhodochrous, R. glomerulus, R. erythropolisa ďalšími doposiaľ druhovo nezaradenými kmeňmi (Larkin et al., 2006; Martínková et al., 2009;Santo et al., 2013). Biodegradácia aromatických zlúčenín prebieha cez niekoľko centrálnychdráh na citrátový cyklus. Na obr. 29 sú znázornené základné dráhy katabolizmu aromatickýchzlúčenín pomocou bakteriálneho rodu Rhodococcus.

Obr. 29 Centrálne katabolické dráhy aromatických zlúčenín (Martínková et al., 2009)
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Tab. 27 Prehľad významných fyziologických a biochemických vlastností baktérií Rhodococcus
a ich aplikácia v biodegradačných procesoch

Významná
vlastnosť Prejav v prostredí Výhody

v bioremediácii Zdroj

veľká katabolická
diverzita

degradácia širokého rozsahuchemických látok, vrátanealifatických a aromatickýchuhľovodíkov a ich derivátov,oxygenátova heterocyklických zlúčenín
komplexnábiodegradácia ropya priemyselnýchodpadov, biodegradáciaxenobiotík

Warhurst a Fewson(1994); van der Geizea Dijkhuizen (2004);Martínková et al.(2009)
aeróbny
a mikroaeróbny
metabolizmus

perzistencia v prostredís nedostatkom kyslíka
bioremediácia zaextrémnych podmienok(napr. vysoká hustotapôdy, nedostatokpôdneho vzduchu,nedostatok živín, a i.)

Travkin et al. (2002);Vogt et al. (2004);Fahy et al. (2006;2008a); Joshi et al.(2008)
rast v oligotrofnom
prostredí

rast v obmedzenejprítomnosti živín, odolnosťvoči nedostatku rastovýchlátok
bioremediácia vprostredí s nízkymobsahom živín (vextrémnom prostredípodzemných vôd)

Ivshina et al. (1981);Warhurst a Fewson(1994); Elo et al.,(2000); Mergaert et al.(2001); Priestley et al.(2006); Ohhata et al.,(2007)
nízka produkcia
katabolitov

biodegradáciakontaminantov nie jepotlačovaná prítomnosťouľahko asimilovateľných živín
bioremediáciav prostredí bohatom naorganické látky(odpadové vody) Warhurst a Fewson(1994)

prispôsobivosť
hydrofóbnemu
substrátu

hydrofóbny bunkový povrch,vysoká priľnavosť kuhľovodíkom a produkciabiosurfaktantov
rozšírenie biodegradáciehydrofóbnychznečisťujúcich látok Lang a Philp (1998);Whyte et al. (1999)

tvorba
biofilmu

priľnavosť na pevné povrchy,zrýchlená biodegradácia atransformácia kovov možnosť aplikácie voforme biokatalyzátorov Sorkhoh et al. (1995);Di Lorenzo et al.(2005); Borin et al.(2006)
odolnosť proti
stresovým
podmienkam
prostredia

termotolerancia, vysokáresistencia voči hodnote pH,tažkým kovom a toxickýmlátkam
bioremediácia vextrémnych a vpriemyselnýchpodmienkach prostredia

Whyte et al. (1999);Bej et al. (2000);Aislabie et al. (2006);Ryu et al. (2006), Fahyet al. (2008b)
konkurencieschopnosť
v prostredí

vysokákonkurencieschopnosťv spoločenstve(K-stratégovia)
dobre prežíva vkonzorciumikroorganizmov Juteau et al. (1999);Margesin et al. (2003);Borin et al. (2006)

patogenita
a antagonistické
vlastnosti

nízky počet známychpatogénnych druhov,nedostatok antagonistickýchvlastností, väčšina druhov jebezpečná pre rastliny
remediácia biologickybezpečná pre človeka ipre životné prostredie

Bell et al. (1998); Nagyet al. (1995); Uroz etal. (2003); Aoshima etal. (2007)
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Známym príkladom biotransformácie kontaminantov pomocou rhodokokov je bioakumuláciatoxických iónov kovov vrátane tých rádioaktívnych, ktoré môžu vo vnútri buniek všetkýchorganizmov tvoriť nešpecifické zlúčeniny negatívne ovplyvňujúce ich metabolizmus. Rôznekmene rhodokokov môžu hrať významnú úlohu v ich odstraňovaní z odpadových vôd (Dean-Ross et al., 2001; Horáková, 2006; Seo et al., 2009; Janáková et al., 2011; Vojtková et al., 2012).Vzhľadom k vyššie uvedeným zaujímavým charakteristikám baktérií môžu byť rhodokokytaktiež užitočnými biosenzormi. Rôzne štúdie uvádzajú informácie o začlenení rhodokokmiprodukovaných enzýmov do účinných biopreparátov, ktorými je umožnená rýchla detekciacieľových zlúčenín s hodnotením ich biologickej dostupnosti vrátane relatívnejenvironmentálnej toxicity. Rod Rhodococcus bol skúmaný v súvislosti s výskumom biosenzorovpre detekciu návykových drog, napríklad heroínu. Výskum prebiehal koncom 20. storočia voVeľkej Británii (Bresler et al., 2000).
Patogénne vlastnosti rodu RhodococcusNiektoré druhy rodu Rhodococcus sú patogénne a spôsobujú celý rad infekcií vedúcichk ochoreniu rastlín, zvierat i ľudí. K najznámejším patogénom patrí druh R. equi, ktorý spôsobujerespiračné ochorenie popísané u žriebät vo veku 2 – 4 mesiacov (Bell et al., 1998; De Carvalho etal., 2014). Baktérie primárne spôsobujú infekcie horných dýchacích ciest, odkiaľ sa môžurozšíriť taktiež na lymfatické uzliny, lymfatické tkanivá a črevá s doprevádzajúcimi horúčkami.Neliečená infekcia môže pomerne rýchlo postupovať a spôsobiť smrť zadusením. Infekcia šířenáz pľúc do čriev vyvolává hnačky. Baktérie boli zistené v pôde a výkaloch mnohých živočíšnychdruhov – dobytok, mačky, kozy, kone, psy, jelene, králiky, ovce, vačice, holuby, sliepky a prasatá(Ren a Prescott, 2004; Ribeiro et al., 2005). Okrem pľúc môžu baktérie prenikať i do ďalšíchorgánov a tkanív, v poranených miestach následne bránia hojivým procesom a podnecujú vznikvredov (potvrdené u dobytka, prasiat, oviec a kôz) (Lűhrmann et al., 2004; Giguére et al., 2011).Ochorenia spôsobené baktériami R. equi boli zistené taktiež u ľudí, a to u pacientov s oslabenouimunitou, hlavne u osôb po transplantácii, či s chorobou AIDS, a u ktorých vznikajúnekrotizujúce pneumónie a vážne defekty kože (Watanabe et al., 2000; Ribeiro et al., 2011).Ďalším známym patogénom je R. glomerulus, ktorý bol zaznamenaný ako pravdepodobná príčinapooperačných komplikácií po laserovej korekcii zraku (Votava, 2003). Baktérie R. fasciansvyvolávajú ochorenia krytosemenných i nahosemenných rastlín. Infikované rastliny vykazujútypické príznaky deformácie listov, stoniek a rôzných postranných výhonkov. Ochorenie jeznáme pod označením „listové hálky“ (obr. 30). Fytopatogenita R. fascians súvisí s rýchlosťouexpresie bakteriálnych génov pre produkciu toxických zlúčenín, ktoré negatívne ovplyvňujúnormálny rast a vývoj rastlín (Goethals et al., 2001; Stes et al., 2010).
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Obr. 30 Príklady infekcií rastlín baktériami Rhodococcus fascians (Stes et al., 2010)
Rastlinné infekcie spôsobené R. fascians sú známe po celom svete, najviac sú však pozorovanév oblastiach mierneho pásma. V súčasnej dobe je známa citlivosť na infekcie spôsobené
R. fascians u 164 druhov rastlín zahrňujúce byliny i dreviny (Stes et al., 2013). Rastliny môžu byťinfikované zo znečistenej pôdy a vody, pri množení zo semien i vegetatívnym rozmnožovanímalebo prostredníctvom prenosu hmyzom (Putnam a Miller, 2007). Účinná metóda k odstráneniuinfekcie doposiaľ nebola objavená, preto sú pestovatelia rastlín odkázaní v rámci prevencienákazy len na osvedčené hygienické postupy.
Biolúhovanie As pôsobením autochtónnej mikroflóry a alochtónneho kmeňa

Rhodococcus degradansPo morfologickej stránke tvorí R. degradans grampozitívne, nepohyblivé a nesporulujúce krátkebaktérie tyčinkovitého tvaru, ktoré môžu u vyzretých kultúr prechádzať až v ľahko vetviace satyčinky s priemernou veľkosťou buniek 0,5 – 3,5 m. Bunky sa môžu objavovať jednotlivo alebov nepravidelných skupinách, niekedy tetrád alebo zväzkov. Na pevnom médiu TSA baktérievytvárajú guľaté, hladké, lesklé a ploché kolónie so súvislým okrajom a svetlo lososovou farbouo rozmeroch 2 – 4 μm (obr. 31, 32).
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Obr. 31 Morfológia buniek Rhodococcus degradans použitím skenovacieho elektrónového
mikroskopu SEM (Vojtková, autorská fotografia, 2011)
Bakteriálny kmeň Rhodococcus degradans CCM 4446 použitý v tejto štúdii bol získaný z CCM –Českej zbierky mikroorganizmov pri Prírodovedeckej fakulte Masarykovej univerzity v Brne.Kmeň bol pôvodne izolovaný vo Švajčiarsku z pôdy kontaminovanej organickými znečisťujúcimilátkámi s obsahom polychlórovaných bifenylov (Damborský a Koča, 1999) a bol zaradený dorodu Arthrobacter. Pôvodné taxonomické zaradenie bolo podrobené rozsiahlym genotypovýmštúdiom v roku 2016. Fylogenetická pozícia kmeňa bola overovaná využitím génov gyrB a catA,u ktorých bolo dokázané, že sú vhodné alternatívne fylogenetické markery pre rozlišovanie rodu
Rhodococcus do jednotlivých druhov (Táncsics et al., 2014). Podrobnejšia analýza génovpreukázala, že kmeň R. degradans patrí ku skupine Rhodococcus erythropolis (Jonesa Goodfellow, 2012) s najbližšou sekvenčnou podobnosťou k baktériám R. qingshengii,

R. baikonurensis a R. globerulus (Švanová, 2014; Švecet al. 2015). Aktuálna fylogenetická pozícia
R. degradans na základe sekvenacie génu pre 16SrRNA je vyjadrená na obr. 33 (Švec et al., 2015).

Obr. 32 Nárast bakteriálneho kmeňa R. degradans na
živnom médiu TSA (Vojtková, autorská fotografia, 2011)
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Obr. 33 Fylogenetická pozícia R. degradans na základe sekvenácie génu pre 16S rRNA

Biodegradačné schopnosti baktérie R. degradans CCM 4446 boli skúmané v mnohých prácachdokumentujúcich jej významné fyziologické funkcie v biodegradácii toxických organických látokzo životného prostredia. Kmeň už skôr preukazoval schopnosť degradácie polychlórovanýchbifenylov a nízkomolekulárnych polycyklických aromatických uhľovodíkov (Janáková et al.,2011; Janáková a Vojtková, 2012; Kašáková et al., 2012; Vojtková et al., 2013; Vojtkováa Švanová, 2014). Zistilo sa, že produkuje dehalogenázy, ktorými degraduje väzbu medziuhlíkom a halogénom v halogénovaných alifatických zlúčeninách cez hydrolytický mechanizmus(Scholtz et al., 1988; Damborský a Koča, 1999; Damborský et al., 1997; Poelarends et al., 2000;Martínková et al, 2009). Kmeň bol aplikovaný v procesoch čistenia odpadových vôd z textilnejvýroby, obsahujúcich vysoký podiel toxických kovov pochádzajúcich z farbenia textilua pigmentačných procesov, dispergačné činidlá, anorganické soli, prach-redukujúce látky,zahusťovacie činidlá a pufry (Vojtková et al., 2012). S výnimkou tejto práce, na degradáciuanorganických látok, predovšetkým toxických kovov, bol však kmeň testovaný len veľmiobmedzene (Peťková et al., 2013; Švanová et al., 2015). Z výsledkov testovania baktérie vočiiónom kovov boli zistené maximálne hodnoty tolerancie (v koncentrácii kovu 10 mM) pre ióny
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kovov Mg2+, Fe2+, Co2+, Li+, Te4+, Bi3+, Se+, naopak najnižšiu odolnosť (v koncentrácii kovu 1 mM)vykázal kmeň pre ióny kovov Cr6+ a Tl+ (Švanová, 2016). Pri porovnávaní ďalších fenotypovýchvlastností kmeňa R. degradans s údajmi publikovanými k taxonomicky najbližším príbuznýmkmeňom – R. baikonurensis, R. jialingiae,, R. qingshengii djl-6, R. erythropolis a R. glomerulus(Gray a Thornton, 1928; Goodfellow et al., 1982; Li et al., 2004; Xu et al., 2007; Wang et al., 2010)sa zistili taktiež rozdiely v biochemických reakciách a reakciách rezistencie voči základnýmantibiotikám (Švanová, 2014; Švanová, 2016).
Rhodococcus degradans CCM 4446 predstavuje alochtónny, čiže nepôvodný kmeň, ktorý bolizolovaný z pôdy kontaminovanej organickými polutantmi a aplikovaný na vzorky technozemíz lokality Zemianske Kostoľany. Podrobnejšie výsledky biochemickej fenotypizácie s využitímprístroja BiologTM MicroStation (MicroLogIII 4.20.05) sú prehľadne uvedené v tab. 28.
Tab. 28 Vybrané fenotypové vlastnosti druhu Rhodococcus degradans CCM 4446

Biochemické
charakteristiky

Rhodococcus degradans
CCM 4446Farbenie podľa Grama (*) +Farba kolónie (*) svetlo lososováRast pri 4°C -Rast pri 37°C +Rast pri 41°C -Pigmentácia (*) +Rast v NaCl (10% NaCl) -Hydrolýza Tweenu 80 -Hydrolýza škrobu -Hydrolýza želatíny -Hydrolýza kazeínu -Redukcia dusičnanov -L-arabinóza -D-glukóza +Kyselina z xylózy +D-manóza +D-galaktóza -D-fruktóza +L-rhamnóza -D-trehalóza -Sacharóza -Maltóza -L-alanín -(*) farba kolónie a produkcia pigmentov overená na základnom živnom médiu Trypton soyaagar (HiMedia Laboratories, India)
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Vplyv inokulácie kmeňa Rhodococcus degradans CCM 4446 na uvoľňovanie AsPôsobením kmeňa Rhodococcus degradans CCM 4446 spolu s autochtónnou mikroflórou sauvoľnilo 3,57 – 50,87 hm. % arzénu z celkových obsahov v závislosti od lúhovaného substrátu(tab. 29), pričom najlepšie výsledky boli dosiahnuté vo vzorke č. 4. Zaujímavým výsledkom bolozistenie menšej účinnosti lúhovania arzénu aplikovaním kmeňa Rhodococcus voči samotnejautochtónnej mikroflóre vo vzorke č. 6 (podobne ako vo vzorke č. 1 v pokuse s P. chlororaphis,tab. 23). Zo získaného výsledku vyplýva veľmi silná aktivita autochtónnej mikroflóry, ktorá jepodporená pravidelným obrábaním pôdy a pravdepodobne aj dominanciou arzén-rezistentnýchkmeňov. Pridaním nutričných látok vo forme živného média bola podporená rastová fázaautochtónnych kmeňov – tieto mikroorganizmy následne vplyvom svojej početnostia adaptačných schopností na prítomnosť toxických substancií v substráte celkom potlačilivitalitu aplikovaného kmeňa, čo sa vo výsledku prejavilo aj znížením celkovej biolúhovacejaktivity vo vzorkách obohatených o kmeň Rhodococcus degradans CCM 4446. (tab. 29).
Tab. 29 Výsledky biolúhovania As z pôdno-popolových substrátov po inokulácii kmeňa
Rhodococcus degradans CCM 4446 (priemerné hodnoty)

Vzorka AsTot
Množstvo uvoľneného arzénu

vo výluhoch (n = 4)
Obsah arzénu

v kontrolných výluhoch* (n = 1)mg.kg-1 µg.l-1 mg.kg-1 % µg.l-1 mg.kg-1 %
1 264 291,48 29,15 11,04 93,08 9,31 3,53
2 93 163,53 16,35 17,58 102,71 10,27 11,04
3 193 453,94 45,39 23,52 72,05 7,21 3,73
4 230 1170,00 117,00 50,87 187,03 18,70 8,13
5 634 344,79 34,48 5,44 213,76 21,38 3,37
6 377 134,63 13,46 3,57 151,76 15,18 4,03* pôsobenie samotnej autochtónnej mikroflóry, kontrolné výluhy obsahovali len vzorkusubstrátu zaliatu čistým živným médiom bez bakteriálneho inokula

Rhodococcus degradans CCM 4446 preukázal zo skúmaných bakteriálnych kmeňov najvyššiufyziologickú odolnosť voči vysokému obsahu toxického arzénu v pôdno-popolových substrátocha prejavil schopnosť jeho biolúhovania do roztoku. I cez inhibičný efekt vyvolaný aktivitouautochtónnych mikroorganizmov v niektorých vzorkách možno považovať kmeň za účinný,pretože zvýšil efekt biolúhovania oproti len samotnej autochtónnej mikroflóre. Preukázanéfyziologické schopnosti predurčujú bakteriálny kmeň Rhodococcus degradans CCM 4446 prevyužitie v moderných biotechnologických procesoch regenerácie životného prostredia.
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5.2.3 Biostimulácia a bioaugmentácia autochtónnych mikroorganizmov
– účinný nástroj bioremediácie technozemí kontaminovaných arzénomVďaka pilotným biolúhovacím experimentom bolo možné zhodnotiť potenciálne využitiemikroorganizmov v bioremediácii dlhodobo kontaminovaných pôd na modelovej lokaliteZemianske Kostoľany z viacerých možností. Kľúčovým faktorom pre sanáciu takýchto pôd je, žehoci prítomné (polo)kovy (hlavne arzén) nie sú biologicky degradovateľné, ich prítomnosťa mobilita môžu byť zmenené vplyvom sorpcie, metylácie, komplexácie a zmenami v špeciácii.Realizáciou biolúhovacích experimentov sa sledovala účinnosť extrahovania As z pôdno-popolových substrátov prostredníctvom biostimulácie pôdnej mikrobioty živným médioma bioaugmentácie vybranými druhmi mikroorganizmov s predpokladanými vlastnosťamiurýchliť odstraňovanie arzénu z kontaminovaných pôd. Bioaugmentácia bola realizovaná dvomaspôsobmi. Prvým spôsobom bolo aplikovanie kmeňov, ktoré sú prirodzene prítomné v danýchvzorkách (P. chlororaphis a P. putida), keďže inokulácia prispôsobených mikrobiálnych populáciíizolovaných z kontaminovanej oblasti alebo odpadu je výhodná z hľadiska vyššej odolnosti vočiextrémnym podmienkam prostredia a dokonca aj predácii prvokov (Hamer, 1997). Experimentysa opierali o hypotézu, že zvýšenie hustoty špecifického mikrobiálneho druhu, ktorý je veľmidobre prispôsobený podmienkam prostredia spolu s prídavkom živín, zníži čas potrebný naodstránenie As, resp. zvýši rýchlosť odstránenia As zo substrátov. Druhým spôsobom bolainokulácia alochtónneho (nepôvodného) druhu – Rhodococcus degradans CCM 4446. Priuvedených druhoch mikroorganizmov treba mať na pamäti, že nejde len o účinok samotnéhodruhu, ale o podiely As uvoľnené do živného média vplyvom posilnenia autochtónnej mikroflóry(AM) v substrátoch o daný druh – bioaugmentácia sprevádzaná biostimuláciou v podobepridaného živného média. Účinnosť uvoľňovania As pomocou len samotnej autochtónnejmikrobioty bola sledovaná aplikovaním vybraného živného média SAB (Sabouraud médium) navzorky technozemí – biostimulácia. Pre porovnanie účinnosti biologického a chemickéholúhovania sú v obr. 34 uvedené aj výsledky lúhovania substrátov s destilovanou vodou.Z výsledkov biolúhovacích experimentov vyplýva, že v prípade použitia SAB média je veľmizaujímavý podiel uvoľneného arzénu vo výluhoch, čiže vplyv len autochtónnej mikroflóry.V priemere až 34,73 hm. % As sa extrahovalo biostimuláciou pôvodnej mikroflóry so SABživným médiom. Vysoká účinnosť uvoľneného As zo vzoriek súvisela pravdepodobnes chemickým zložením SAB živného média, ktoré obsahovalo až 20 g.l-1 dextrózy (D-glukózy).Použitie biostimulácie pre urýchlenie dekontaminácie pôd pilotného územia podporujú ajvýsledky experimentov na rovnakých pôdno-popolových vzorkách prezentované v práciSlebodníková (2014), kde boli pre zhodnotenie biolúhovania As použité dva typy živných médií– SAB médium a SAB médium obohatené o glukózu. Pridanie ďalšieho zdroja uhlíka vo forme
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glukózy malo pozitívny vplyv na rast biomasy a podporená aktivita mikroorganizmov výraznezvýšila extrahovateľnosť As.

Obr. 34 Grafické vyjadrenie porovnania účinnosti lúhovania arzénu (% z celkového obsahu)
z reprezentatívnych vzoriek technozemí (1-6) aplikovaním vybraných mikroorganizmov, AM –
autochtónna mikroflóra

Zefektívnenie procesu biolúhovania pridaním glukózy pre aktivovanie autochtónnychheterotrofných baktérií pozorovali aj Jablonovská et al. (2012). Biolúhovateľnosť ťažkých kovovv médiu bez glukózy prvých 10 dní narastala, ale po vyčerpaní dostupnej organickej hmotyklesol obsah kovov v roztoku. V prípade média s pridaním glukózy bola maximálnaextrahovateľnosť ťažkých kovov pozorovaná po 27 dňoch a bola niekoľkonásobne vyššia akov prípade média bez glukózy.Hockenhull et al. (1954) uvádzajú glukózu ako vhodný zdroj uhlíka pre zvýšenú produkciuorganických kyselín u kmeňa Penicillium chrysogenum. Jedným z hlavných dôvodov použitiaglukózy je, že predstavuje monosacharid, ktorý je priamo oxidovaný na organické kyseliny(deFiebre a Knight, 1953), zatiaľ čo napr. sacharóza je disacharid, ktorý sa najskôr musíoxidovať na monosacharid a až potom je oxidovaný na organické kyseliny, pričom nie všetkysacharózy sú dôkladne oxidované. Xu a Ting (2004) zistili, že práve koncentrácia sacharózypatrila k dôležitým faktorom, ktoré ovplyvňujú lúhovateľnosť kovov z polietavého popola priexperimente s mikroskopickou hubou A. niger. V priebehu rastu huby je totiž sacharózapremenená na fruktózu a glukózu. Konečným produktom je kyselina citrónová alebo glukónová,ktoré sú veľmi dôležité v procese biolúhovania.V prípade baktérií nebolo posilnenie autochtónnej mikroflóry o druhy izolované z danýchsubstrátov až také účinné a výrazné ako sa očakávalo. Spôsobené to mohlo byť nesprávnym
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výberom reprezentatívnych kmeňov, ale aj vplyvom chemického zloženia živných médií, ktoréneobsahovali dostatočné množstvo živín pre zvýšenie aktivity mikroorganizmov v danýchsubstrátoch. Hoci bola pôvodná mikroflóra posilnená o druh P. chlororaphis ZK-1 (kmeňizolovaný priamo z daných substrátov), biolúhovaním sa z celkového obsahu arzénu uvoľnilov priemere len 5,63 hm. % (n = 24). V prípade aplikovania kmeňa P. putida ZK-5 (taktiež kmeňizolovaný z daných substrátov) bola síce účinnosť lúhovania arzénu podstatne vyššia akov prípade P. chlororaphis ZK-1, v priemere 9,23 hm. % As z celkového obsahu (n = 24), noporovnateľný účinok lúhovania mala aj destilovaná voda, ktorou sa po 29 dňoch lúhovaniaextrahovalo v priemere 8,85 hm. % arzénu. Najvyššie podiely arzénu zo skúmaných substrátovsa zo všetkých vybraných kmeňov podarilo uvoľniť pôsobením alochtónneho druhu
Rhodococcus degradans CCM 4446. Z celkového obsahu arzénu sa do výluhu uvoľnilo v priemere18,67 hm. % (n = 24). Relatívne vysoký podiel vylúhovaného As po augmentácii vzoriekalochtónnym druhom Rhodococcus degradans dáva predpoklad aplikovania kmeňov, ktoré boliizolované v iných typoch kontaminovaného prostredia, ale vďaka svojej vysokej adaptačnejschopnosti a metabolizmu sa vedeli úspešne introdukovať do prostredia, konkurovať pôvodnýmdruhom v boji o živiny a zvýšiť odstraňovanie arzénu z pôdy. Ďalšou možnosťou využitiapôvodných kmeňov je bioaugmentácia nie samotným jedným druhom, ale vytvorenie konzorciazloženého z bakteriálnych alebo hubových kmeňov a jeho následná inokulácia do pôd. Výhodouvytvoreného konzorcia je vyššia odolnosť voči stresu ako v prípade aplikovania jedného kmeňa.D'Annibale et al. (2006) hodnotili účinnosť bioaugmentácie pomocou autochtónnych druhovhúb v pôdach, ktoré boli historicky kontaminované viac ako 100 rokov. Pôdy kontaminovanéaromatickými uhľovodíkmi, vrátane chlórovaných benzénov, anilínov, tiofénmi a PAU, a súčasneobsahovali ťažké kovy, neboli dekontaminované pomocou alochtónnych kmeňov húbpravdepodobne z dôvodu zložitých charakteristík pôdy. Avšak, autochtónne kmene, ktoré sapovažovali za prirodzenú súčasť znečisteného miesta dlhú dobu, vykazovali schopnosťdegradovať vysoké koncentrácie kontaminantov v pôde.Napríklad Hosokawa et al. (2009) uvádzajú, že alochtónne mikroorganizmy niekedy nie súnajvhodnejšie kmene pre bioaugmentáciu, aj keď mnohé boli izolované a opísané ako účinnév degradácii kontaminantov, pretože alochtónne mikroorganizmy pridané do pôdy majútendenciu byť účinné len v skorých štádiách bioaugmentácie, počas ktorých je ich populácianajpočetnejšia. Dominancia jednotlivých kmeňov sa v pôde rýchlo stráca v dôsledku abiotickýchako aj biotických stresov, pretože pridané mikroorganizmy takmer vždy čelia konkurenciipôvodných organizmov kvôli obmedzeným množstvám živín (Gentry et al., 2004).Úspech bioaugmentácie závisí hlavne od schopnosti inokúl prežiť v kontaminovanej pôde.Pridanie živín môže viesť k zvýšenému rozvoju pôvodných mikroorganizmov, ktoré sami o sebe
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buď biostimulujú proces alebo bránia procesu spotrebovaním pridaných živín alebo zdrojauhlíka (Scullion, 2006). Preto je nutné skúmať ako pridávanie živín tak aj mikroorganizmyurčené pre odstránenie znečistenia.Z výsledkov je zrejmé, že účinnosť biolúhovania arzénu je výrazne ovplyvnená druhovoudiverzitou a vitalitou autochtónnych mikroorganizmov, keď jednotlivé druhy môžu byťv synergickom vzťahu s aplikovaným kmeňom a spolupodieľajú sa tak na koexistenciivýsledných utilizačných dráh, prípadne v rámci kompetície podporujú rýchlosť biolúhovaciehoprocesu. Aj pri takých vysokých koncentráciách As, aké boli v pôdach analyzované, sú súčasťouspoločenstva mikroorganizmov rody (napr. Pseudomonas, Bacillus a Rhodococcus), ktoré možnopovažovať za adaptované na kontamináciu a vo viacerých prácach sa uvádzajú ako organizmys vysokým bioremediačným potenciálom (Kapoor et al., 1999; Ivshina et al., 2002; Bento et al.,2005; Srivastava a Thakur, 2006; Čerňanský et al., 2006; Urík et al., 2007; Mukherjee et al., 2010;Vojtková a Janáková, 2011; Janáková a Vojtková, 2012; Vojtková et al., 2012a,b; Peťková et al.,2013; Peťková et al., 2014). Keďže sa bioremediácia realizuje hlavne v prirodzenom prostredís rozmanitými nepopísanými organizmami, väčšina doteraz izolovaných a charakterizovanýchmikroorganizmov v laboratórnych podmienkach, ktoré sú uvádzané ako významnév odstraňovaní znečisťujúcich látok, sa v súčasnosti považujú za menej dôležité z hľadiskaprínosu pre bioremediáciu v porovnaní s dosiaľ neizolovanými alebo ťažko kultivovateľnýmidruhmi (Watanabe, 2001; Wagner a Loy, 2002).
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6. ZÁVER

Technozeme v regióne Zemianske Kostoľany (západné Slovensko) predstavujú jedinečný systém50 rokov starej ekologickej záťaže. Uvoľnenie približne 3 miliónov m3 popola s vysokýmobsahom arzénu (As) po pretrhnutí hrádze odkaliska v roku 1965 do okolitého prostrediavýznamne ovplyvnilo nielen abiotické environmentálne aspekty ako sú pôdy, vody a dnovésedimenty, ale aj pôdne mikroorganizmy. Dlhodobá expozícia a selekčný tlak pôsobenímzvýšenej koncentrácie arzénu ovplyvnili formovanie špecificky prispôsobených autochtónnychmikroorganizmov. Práca predstavuje komplexný súbor mineralogických, geochemickýcha mikrobiologických charakteristík špecifického antropogénneho substrátu, a to elektrárenskýchpopolov pochádzajúcich zo spaľovania hnedého uhlia a pochovaných pod poľnohospodárskymipôdami v pilotnom území Zemianske Kostoľany, ktoré patrí v dôsledku ekologickej havárieodkaliska k najviac znečisteným lokalitám na Slovensku. V rámci mikrobiologického výskumu saposudzoval taktiež bioremediačný potenciál niektorých vybraných druhov mikroorganizmovuvoľňovať As do prostredia. Na základe výsledkov komplexného štúdia pochovanýchelektrárenských popolov sa zistilo, že z potenciálne toxických stopových prvkov je v popolocha v pôdach kontaminovaných popolmi výrazne zvýšený obsah As (od 93 do 1859 mg.kg-1).Čerstvý aj pochovaný elektrárenský popol tvorí hlavne Si, Fe, Al a Ca, ďalej nasledujú Mg, K, Na,Ti a S. K identifikovanými minerálnym fázam v popoloch patrili kremeň, kalcit, mullit, živce,hematit, magnetit, kristobalit, rutil, svetlé sľudy, pyrotit, pyrit, montmorillonit a perovskit.Dominantnú zložku v reprezentatívnych vzorkách tvoria amorfné aluminosilikátové sklá -v priemere až 74 % a vyznačujú sa variabilným zastúpením Si, Al, Ca a Fe. Tieto sklovité fázydokážu inkorporovať veľkú paletu potenciálne toxických stopových prvkov a sú hlavnou fázouobsahujúcou As. Najvyššie obsahy As boli zistené v najjemnejšej frakcii vzoriek (˂	 25	 µm),	v ktorej sa As viaže na agregáty nanočastíc tvorených Al, Si, Ca a Fe, menej na fázy tvorené Fea Ca. Aj napriek vysokým obsahom As v pôdach bolo na lokalite izolovaných a identifikovanýchniekoľko druhov baktérií. Najviac zastúpeným kmeňom bol Proteobacteria (60,9 %), kmeň
Firmicutes tvoril 21,7 % zo všetkých izolátov. Kmeň Actinobacteria predstavoval 8,7 % a kmeň
Bacteroidetes tvoril taktiež 8,7 % z izolovaných druhov. Aplikovaním vybraných druhovmikroorganizmov na pevné substráty v biolúhovacích experimentoch sa zistilo, žebioaugmentáciou substrátov autochtónnymi druhmi baktérií sa uvoľnili relatívne nízke obsahyarzénu – v priemere 5,63 hm. % z AsTot v prípade aplikovaného Pseudomonas chlororaphis ZK-1.Inokuláciou druhom Pseudomonas putida ZK-5 sa uvoľnilo v priemere 9,23 hm. % z AsTot.Relatívne vysoká extrahovateľnosť As bola zistená v prípade aplikovania alochtónneho kmeňa
Rhodococcus degradans - v priemere takmer 19 hm. % z AsTot. Biostimulácia pre zvýšenie aktivitypôdnej mikroflóry skúmaných pôdno-popolových vzoriek sa najvýraznejšie prejavila v prípade
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použitia SAB média. Extrahovaný podiel arzénu bol v priemere až 34,73 hm. % z AsTot. Okremtestovaných druhov v danej štúdii existuje mnoho iných mikrobiálnych druhov, ktorépredstavujú účinný nástroj v odstraňovaní arzénu aj prostredníctvom rôznych ďalšíchmobilizačných alebo imobilizačných procesov. Tieto procesy môžu významne ovplyvniťbiologickú dostupnosť a toxicitu arzénu. Výsledky z pilotných laboratórnych experimentovukázali, že odstraňovanie As vplyvom mikroorganizmov z pôd obsahujúcich popol s vysokýmiobsahmi As predstavuje účinnú metódu bioremediácie kontaminovaných lokalít.
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