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UvoD

Problematika odstrafiovania znecistujucich latok z prirodného prostredia a nasledného
znizovania zataZenia Zivotného prostredia je v suCasnosti mimoriadne aktudlnou tématikou
v roznych vedeckych odboroch. Znec€istené uzemia a s nimi suivisiace environmentalne zatazZe si
v poslednych rokoch vyziadali zvySend pozornost celej vedeckej a odbornej spoloc¢nosti,
vzhladom na zloZitost problematiky a potrebu komplexného pristupu ku exaktnému
hodnoteniu znecistenia a nasledne aj pri realizicii napravnych opatreni. Vyskum v oblasti
inovativnych sanacnych technoldgii prinaSa zaujimavé vysledky zhladiska potencialnej
realizacie uc¢innych metéd Cistenia horninového prostredia a pevnych materidlov prirodného
alebo antropogénneho charakteru. Najmd kombinacia biologickych postupov s klasickymi
fyzikalno-chemickymi a mechanickymi metédami sanacie vedie ku uspeSnej remediacii

kontaminovanych p6d, zemin a antropogénnych sedimentov.

Bioremediacia je prirodzeny proces, ktory sa opiera o schopnosti pddnych mikroorganizmov
(baktérie a huby) a wvySSich rastlin menit biologickii dostupnost (polo)kovov. Vdaka
ekologickému pristupu k Zivotnému prostrediu ma bioremedidcia znalny potencial pri
dekontaminacii p6d s vysokym obsahom toxickych prvkov, vratane As. Bioremedia¢ny ucinok
moze byt zvySeny pridanim réznych organickych doplnkov (biostimulacia, bioaugmentacia),
ktoré mézu podporit metabolické aktivity mikroorganizmov v dekontaminacii prostredia

(Alexander, 1999; Mrozik a Piotrowska-Seget, 2010).

Biologické metdédy vyuzivaju geneticki diverzitu a metabolickii mnohostrannost
mikroorganizmov na transformaciu kontaminantov na menej skodlivé alebo neSkodné produkty
nasledne integrované do prirodzenych biogeochemickych cyklov, pripadne napomahaju ku ich
postupnému odstranovaniu z podneho profilu resp. zpevnych substratov sedimentov.
Biologické technoldgie pre dekontaminaciu zloziek Zzivotného prostredia su zalozené na
vyuzivani schopnosti mikroorganizmov spotrebovat kontaminujtce latky ako zdroje uhlika na
ziskavanie energie pre Zivotné funkcie alebo ich transformacii na iné zliceniny v pritomnosti
kosubstratu. Pri aplikacii biologickych postupov je vSak nevyhnutné co najlepSie poznat
schopnosti a vlastnosti mikroorganizmov, ako aj detailné vlastnosti prostredia, v ktorom sa
zneclistenie vyskytuje. Medzi mikroorganizmy, ktoré hraja kl'dc¢ovi udlohu pri potencidlnom
odstranovani kontaminantov zo zloziek Zivotného prostredia, patria predovsetkym baktérie,
aktinomycéty a mikroskopické huby. Pre uspesSnu aplikaciu bioremediacnych metéd v ramci

sandcii je nevyhnutnd znalost' vlastnosti autochtonnych mikrobialnych populacii, ich schopnost
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zucCastiiovat sa rozkladu neZiaducich latok v danom prostredi a zistenie podmienok potrebnych

pre optimalizaciu ich ¢innosti (Frankovska et al., 2010).

Medzi vyznamné zneclistujice materialy v Zivotnom prostredi patria aj elektrarenské popoly,
pricom ich detailné stadium je v popredi zdujmu z dévodu hodnotenia ich negativneho vplyvu
na zivotné prostredie a rizik spojenych s existenciou odkalisk na deponovanie popolov. Klticové
riziko predstavuju vysoké koncentracie potencidlne toxickych prvkov v popoloch, ktoré
predstavuju potencidlny zdroj Kkontaminacie zloziek Zivotného prostredia. P6sobenim
atmosférickych zraZok alebo podzemnej vody dochadza k vylihovaniu nebezpecnych latok a
prvkov z nestabilného odkaliskového materialu do Zivotného prostredia (EPRI, 2006). Uvol'nené
prvky sa tak dostavaju do povrchovych a podzemnych véd, odkial' nasledne prechadzaju do
pody, kde redukujui pocet mikro- a makro- organizmov, ovplyviiuju hodnoty pH pddy, zasahuju
do bilancie pristupnych zZivin a do dynamiky pocetnych fyzikalnych, chemickych a biologickych
procesov v pdde. Zabudovanim do rastlinnych pletiv a plodov sa prvky stavaju sucastou
kolobehu latok v prirode. Na zaklade vyssSie uvedenych vplyvov sa deponované elektrarenské

popoly povazujui za vysoko rizikové antropogénne materialy.

VaZznym environmentalnym problémom v ramci Slovenska je vyskyt arzénu v elektrarenskych
popoloch deponovanych na viacerych lokalitich anajmd pritomnost popolov s vysokymi
obsahmi As v p6dnom profile altivia rieky Nitra ako désledok havarie odkaliska v Zemianskych
Kostol'anoch. Odstranenie As z kontaminovaného prostredia je pomerne zlozité, ked'Ze As nie je
moZné chemicky ani biologicky degradovat a jeho toxicita v p6de predstavuje zdravotné riziko.
Doélezitd tlohu v mnohych reakciach, ktoré ovplyviiuju Specidciu As a od toho sa odvijajucu
toxicitu a mobilitu, maji mikroorganizmy. Heterotrofné mikroorganizmy (predovSetkym
vlaknité huby a baktérie) sd Coraz CcastejSie vyuzivané v biolihovani ako sucast
bioremediacnych procesov. Je to hlavne vdaka tvorbe organickych kyselin, aminokyselin a
d'alsich metabolitov, ktorymi sd schopné okyslovat svoje prostredie a spdsobuju tak
rozpustnost a extrahovatelnost prvkov (Bosecker, 1997; Krebs et al, 1997). Na rozdiel od
vacsiny polokovov moZe As vytvarat plynné zliceniny (Mahimairaja et al., 2005; Bolan et al,,
2013) a biovolatilizacia zvySuje potencidlnu mobilitu As v prostredi prostrednictvom
enzymatickej premeny anorganickych alebo organickych foriem As na jeho prchavé derivaty

(Michalke et al., 2000).

Elektrarenské popoly s vysokym obsahom arzénu na modelovej lokalite starej environmentalnej
zataze, ktoré su predmetom Stidia v tejto monografii, boli skimané pomocou Sirokého spektra
mineralogickych, geochemickych a mikrobiologickych metdd. Vyskum bol zamerany na detailné
definovanie minerdlneho zloZenia cCerstvych popolov a popolov pochovanych pod

pol'nohospodarskymi pédami so zameranim na vyskyt arzénu, a taktiez ich vplyv na biodiverzitu
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p6dnych mikroorganizmov, ktora sa rozvinula vplyvom dlhodobej expozicie arzénom. D6kazom
vysokej adaptacnej schopnosti mikroorganizmov v skimanom antropogénnom materidli je aj
izolacia a identifikacia niekol'kych novych bakteridlnych kmenov, ¢o dava predpoklad ich
vyuzitia v bioremediacii daného tzemia. Okrem charakterizacie elektrarenského popola a
mikrobiologického studia pddnej diverzity hodnoti tito komplexna Stidia aj bioremediac¢ny
potencial autochténnych mikroorganizmov odstraniovat kontaminaciu spésobenu pritomnym
arzénom. Ué¢innost odstrafiovania arzénu z realnych vzoriek pdd pochadzajuicich z jednej z
najviac kontaminovanych lokalit na dzemi Slovenska bola experimentdlne overend nielen
aplikovanim selektivnych pévodnych bakteridlnych druhov, ale aj aplikaciou alochténneho

bakterialneho druhu.

Vysledky prezentované v tejto monografii boli ziskané vd'aka financnej podpore grantovych
uloh: VEGA 1/0321/14 ,Geochemické podmienky aplikacie autochtéonnych druhov
mikroorganizmov v remedia¢nych procesoch bioldhovania kontaminovanych pdd arzénom
(pilotna lokalita Zemianske Kostol'any)“ (odpovedny rieSitel RNDr. L. Jurkovi¢, PhD.), grant
UK/26/2013 ,Geochemické podmienky aplikiacie autochténnych druhov baktérii z
kontaminovanych p6éd v remedia¢nych procesoch biolihovania na modelovej lokalite Zemianske

Kostol'any“ (zodpovedny rieSitel Mgr. K. Petkova).




Petkova & Jurkovi¢ & Vojtkova © 2016

1. POVOD A CHARAKTER KONTAMINACIE PREDMETNEHO UZEMIA

Region Hornd Nitra patri ku geogénno-antropogénne kontaminovanym regiénom, kde je kvalita
zivotného prostredia ovplyvnena nielen geologickym prostredim (geogénna kontaminacia), ale
taktieZ antropogénnou kontaminaciou v désledku vyuZzivania krajiny. Kombinaciou geologickych
a antropogénnych zdrojov zneclistenia sa dany regiéon vyznaCuje zvySenou uroviiou
kontaminacie vSetkych zloziek Zivotného prostredia. Dlhoro¢na tazba hnedého uhlia ma vyrazny
vplyv na kvalitu Zivotného prostredia, kedZe uhlie obsahuje vysoké obsahy potencialne
toxickych prvkov (As, Cd, Hg, F a S), ktoré st mobilizované a prendsané z prostredia loziska do
okolia vplyvom tazby, Upravy a spracovania uhlia (Klukanova et al., 2005). Kontaminacia zloziek
Zivotného prostredia (véd, pdd a sedimentov) suvisi hlavne s pritomnostou arzénu. Z d'alsich
kontaminantov sa vo zvySenych obsahoch vyskytuji aj Cd a Pb, avSak ich droven kontaminacie

je v porovnani s As vyrazne niZsia (Rapant et al.,, 2005).

V pilotnom tzemi - Zemianske Kostol'any - je situované Pévodné odkalisko, ktoré slizilo na
ukladanie naplavovaného elektrarenského popola zo spalovania hnedého uhlia z prevadzky
ENO Novaky. Primarne bolo odkalisko budované len na ukladanie Skvary a popola. V roku 1963
sa rozhodlo o vyuzivani plochy odkaliska aj na ukladanie vadpenného mlieka a chloridu
vapenatého z Chemickych zavodov v Novakoch. V roku 1965 sa po intenzivnych dazdoch
pretrhla zakladna hradza Pévodného odkaliska, na ktoré sa elektrarensky popol z ENO Novaky
naplavoval. Do okolia sa v dosledku stekutenia odkaliskového materialu vylialo cca 3 miliény ton
popola (obr. 1). Podl'a dokumentu Tyzden vo filme z roku 1970 prisli v den havarie o zivot traja
l'udia. Voda zmieSana s popolom unikala do doliny 5 dni, pocas ktorych klesla hladina odkaliska
o 3 metre. Primdrnym ddévodom havarie bolo prave vytvaranie nepriepustnych vrstiev
vapennych kalov, ktoré
branili odtoku vody
smerom k drenaznemu
systému (Slovenska

energetika, 2011).

S, b

Obr. 1 Pohl'ad na rozplaveny odkaliskovy material po pretrhnuti hradze
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V podach a vodach regiénu Horna Nitra zanechala havaria preukazatel'né zmeny. Odhadovana
rozloha kontaminovanej, prevazne pol'nohospodarskej pédy, predstavuje priblizne 19 000 ha a
rieka Nitra sa radi medzi najznelistenejSie rieky v strednej Eurépe. Vramci remediacnych
opatreni sa priblizne 1 m hruba vrstva naplaveného popola (lokalne
aj viac ako 2 m) prekryla cca 30 - 40 cm vrstvou zeminy (obr. 2,
Veselska et al., 2013). Material s vysokym obsahom As bol riekou
Nitra rozplaveny az do vzdialenosti 100 km.

Pochované antropogénne sedimenty tvoria typ starych ekologickych

zatazi, ktoré mozno definovat ako c¢lovekom vytvorené objekty

v prirodnom prostredi s predpokladanym vplyvom na viaceré zlozky

Zivotného prostredia. V sucasnosti si antropogénne sedimenty

podobného charakteru v obmedzenom rozsahu predmetom

sledovania v ramci Ciastkového monitorovacieho systému, ktory

vykonava Statny geologicky ustav Dionyza Sttira v Bratislave (CMS,

HE 2013).
| 70-100cm
;‘:}I g
.“J'
e
3 R
ieits )
JERSG |
N i —_— | Obr.2 Modelovy podny profil s pochovanymi popolmi
-L__.-_“' VI ARG . | (lokalita Zemianske Kostol'any, Veselska et al., 2013)

Viaceri autori sa z rdéznych aspektov venovali hodnoteniu miery znecistenia predmetného
uzemia Hornd Nitra ovplyvneného energetickym priemyslom a banskou ¢innostou (Keegan et
al, 2002; Curlik, 2003; Jurkovi¢ et al, 2008, 2011 a i.). TaktieZ mnoho vedeckych Studii sa
zaoberalo expoziciou obyvatel'stva arzénom pochadzajiceho zo spalovania uhlia v okrese
Prievidza (napr. Wilhelm et al., 2005; Mikulkova et al., 2007; Bencko et al., 2009). Zhodnotenie
vyskytu zvySenych koncentracii arzénu ako potencidlneho faktora pre vznik nemelanémove;j
rakoviny koZe popisuje Stiidia Pesch et al. (2002). Komplexny medicinsko-geochemicky vyskum
zataZeného prostredia arzénom prezentuje aj Stidia Krémova a Rapant (2007). Nosnou castou
tychto Studii st prave geochemické faktory, ktoré maju priamy vplyv na zdravotny stav
obyvatel'stva. Vplyv vybranych geologickych faktorov na kvalitu Zivota v regiéne Horna Nitra je
predmetom rozsiahlej Stadie Bodis et al. (2006), kde v ramci geochemickych prac boli odobraté
a analyzované vzorky podzemnych vod, pod, rieénych sedimentov a rastlinné vzorky.

Z vysledkov vypoctu indexu environmentalneho rizika vyplyva, Ze ploSne najrozsiahlejSou
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kontaminovanou zlozkou geologického prostredia Hornej Nitry z hladiska prekrocenia
normovanych hodndét si povrchové vody, potom podzemné vody a najmensSie prekrocenie je
v pripade pod, avsak pddy a podzemna voda su najddlezitejSie zlozky z hl'adiska zdravotného
rizika. ZvySené riziko vzniku chronickych a rakovinovych ochoreni z kontaminacie arzénu bolo
zistené hlavne v obciach Zemianske Kostolany, Prievidza, Sebedrazie, Bystricany, Oslany,
Cereniany, Novaky a Malé Kritefiany (Rapant et al., 2005). Obsahy potencialne toxickych prvkov
v povrchovych vodach regiénu Horna Nitra sa priblizne rovnaké ako v podzemnych vodach.
Vyrazné zvySenie bolo pozorované len v pripade arzénu. Aj hlavné toky regiéonu - Nitra,
Handlovka a Nitrica odrazaji vysoku antropogénnu zatazenost regiéonu Hornej Nitry. V profile
rieky Nitry v odberovom mieste v obci Chalmova bol pozorovany priblizne 2-ndsobny narast
rozpustenych latok. Z anorganickych makrokomponentov bol zisteny vysoky narast chloridov -
az 10-nasobny (Rapant et al., 2005). Priemerny obsah As v riecnom sedimente za obdobie 1996
az 2012 je 43,68 + 33,57 mgkg!l Dané odberové miesto ma taktiez aj vysoky obsah Hg -
v priemere 22,27 + 32,39 mgkg! (CMS, 2013). Podla zaverecnej spravy CMS za rok 2012,

+

prekracuje lokalita Nitra - Chalmova limitné koncentracie prvkov As a Hg kategorie B (indikujtc
silné znecistenie), a to podla Rozhodnutia MP SR ¢. 531/1994-540 pre neStandardizovany
sediment. V pripade Hg bola prekrocena aj limitnd koncentracia kategorie C pre
ne$tandardizovany aj $tandardizovany sediment (CMS, 2013). Znecistenie v lokalite Nitra -
Chalmova ma hned’ niekol'ko zdrojov. Riecne sedimenty ako aj povrchovy tok st ovplyvnené
odkaliskami elektrarenskych popolov z ENO v Zemianskych Kostol'anoch (P6vodné a Docasné
odkalisko) a Definitivnym odkaliskom v Chalmovej, ale taktieZ vyrobou v Novackych chemickych
zavodoch a banskou c¢innostou. Dlhodoby monitoring rie¢nych sedimentov, ako aj kvalita
povrchového toku na danom odberovom mieste v Chalmovej, poukazuje na vyraznud a dlhodobu
kontaminaciu rieky Nitra, ktora je zataZena banictvom a priemyselnou ¢innostou (energeticky a

chemicky priemysel).

Material riecnych sedimentov sa vyznacuje relativne silnou sorp¢nou schopnostou a vysokou
sorpénou kapacitou. Vd'aka tomu su kontaminanty rdzneho druhu a genézy zachytené
a pretrvavaju v nich. KedZze rietne sedimenty len v obmedzenej miere odrazaji nahodné
a kratkodobé vplyvy, sluzia ako dlhodoby indikdtor stupiia znecistenia geologickej zlozky
zivotného prostredia. Z hl'adiska znecistenia vSak riecne sedimenty predstavuju zdroj
kontaminacie zloZiek Zivotného prostredia, kedZe pri zmene urcitych podmienok méZe dojst
k uvolneniu potencialne toxickych prvkov (PTP), ktoré sa v prostredi riecneho sedimentu
akumuluju (Bodis a Rapant, 1999; Singh et al,, 2002; Hiller et al., 2009; Jankular et al., 2009).
Podl'a Studie Rapant et al. (2005) sa z hl'adiska obsahov makroprvkov rie¢ne sedimenty v oblasti
Hornej Nitry vyznacujd obsahmi charakteristickymi blizko priemeru pre Slovensko.

Z hodnotenych prvkov su vyrazne vysSie obsahy len v pripade As a Hg. NajvysSie obsahy As
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v priemere boli zdokumentované v oblasti obci Zemianske Kostol'any, SebedraZie a v Prievidzi
(v priemere viac ako 100 mgkg1). Maximalne obsahy As v jednotlivych vzorkach prevysuju
500 mg.kg, pri stanovenej maximalne koncentracii arzénu 713 mg.kg1. Vysoké obsahy suvisia
prave s havariou odkaliska v roku 1965. Pazicka a Ballova (2013) sledovali mieru mobility PTP
z riecnych sedimentov z lokality Nitra - Chalmova. Extrakciou riecneho sedimentu s roztokom
1M HCI sa uvolnilo 21,7 % Cu, 20,1 % As a 15,8 % Zn, pricom vyssi podiel prvkov sa do vyluhu
uvolnil z celkovej frakcie ako z vyseparovanej tazkej frakcie. Podiel uvolneného Sb a Pb sa
pohyboval do 14 %. Aj napriek pouZitiu silného extrak¢ného cinidla nedoSlo k vylihovaniu
velkého podielu PTP, ¢o mdze naznacovat, ze vysoké celkové obsahy v riecnych sedimentoch
nemusia predstavovat riziko pre ostatné zlozky zivotného prostredia (Pazicka et al, 2014).
V pripade podzemnych vod su obsahy makroprvkov, hodnoty celkovej mineralizacie aj obsahy
PTP v oblasti Hornej Nitry celkovo blizke priemernym hodnotam SR, len v pripade As st obsahy
vysSie (Bystricany, Nitrica, Prievidza a Sebedrazie) (Rapant et al., 2005). Najviac postihnuta
oblast po havarii P6vodného odkaliska sa nachiddza medzi obcami Zemianske Kostolany,
Cerefiany a Malé Krstefiany, v ktorej miestne pestované polnohospodarske plodiny vysoko
prekracuju limitné hodnoty Potravinového kédexu SR, napr. pre Pb viac ako 10-nasobne (Rapant

etal., 2005).
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2. MODELOVA LOKALITA ZEMIANSKE KOSTOLANY

2.1 Prirodné pomery regionu

2.1.1 Geologicka stavba

Hornonitriansku kotlinu ohrani¢uju zo severu a zapadu pohoria Strazovské vrchy a Ziar, na
juhovychode vystupuje neovulkanické pohorie Vta¢nik a na vychode scasti aj Kremnické vrchy.
Samotna Kkotlina sa rozdeluje na Prievidzski, Handlovskd, Rudniansku a Oslansku kotlinu.
Uzemie ma pahorkatinny raz, aZ rovinny charakter v porie¢nej nive. Lemujtice pohoria maju
vrchovinovy charakter. Hornonitrianska kotlina predstavuje poklesovii megaStruktiru so
zlomovou tektonikou. Zapadnym okrajom prechadza zlomova linia SV-JZ smeru, ktora sa tiahne
pozdiZ jadrového pohoria Malad Magura a oddel'uje triasové vapence a dolomity od neogénnych
sedimentov. Uzemie tvoria horniny krystalinika, mezozoika, paleogénu, ale najmi neogénne
vulkanity a molasové sedimenty neogénu a sedimenty kvartéru. Z hladiska regionalneho
geologického ¢lenenia Zapadnych Karpat (Vass et al.,, 1988) do regiénu Hornej Nitry zasahuja
nasledujice jednotky: vulkanity Vta¢nika, Hornonitrianskd kotlina, bojnicky paleogén,
Handlovska kotlina, vulkanity Kremnickych vrchov, Ziar a Strazovské vrchy. Vulkanity Vtaénika
reprezentuju relikty sarmatského vtacnického stratovulkanu, ktory je v nadloZi rozptylenych
vulkanitov a vulkanicko-sedimentarnych suvrstvi badenu az spodného sarmatu, nadvazujucich
na vypli Hornonitrianskej kotliny. Krystalinikum sa vyskytuje na severnom okraji uzemia.
Pestré neogénne sedimenty tvoria vypln kotliny. Svahové sedimenty a aluvidlne naplavy riek
predstavuju horniny kvartéru (ZeniSova et al, 2005). Sucasny povrch kotliny je vysledkom
erozno-denudacnych procesov na Struktirno-tektonickych zakladoch koncom pliocénu a
zaCiatkom pleistocénu. Povodné dno kotliny bolo rozclenené povrchovymi tokmi za vzniku

nizkych chrbtov a plytkych dolin, ktoré tvoria kotlinovti pahorkatinu (Simon, 1997).

Predmetné Uzemie Zemianske Kostolany sa nachadza v blizkosti styku dvoch orograficko-
geologickych celkov - masivu Magury a Hornonitrianskej kotliny. Na jej stavbe sa podielaju
nasledovné stratigraficko-litologické utvary (Tylecek et al., 1991):

- kvartér - fluvidlno-deluvialne uloZeniny,

- terciér - klastické sedimenty a ily,

- stredny trias - dolomity a vapence,

- spodny perm - melafyry a kremence.
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Vysvetlivky: 1. proluvidlne sedimenty -
kvartér, 2. fluvidlne sedimenty - kvartér,
3. fluvialne sedimenty (piesky, strky) -
kvartér, 4. antropogénne sedimenty
(haldy, skladky, navazky) - kvartér, 5.
deluvidlne svahoviny a sutiny - kvartér, 6.
proluvidlne sedimenty - kvartér, 7.
brekcie, zlepence, pieskovce - paleogén
(terchovské vrstvy), 8. Strky, piesky,
piescité prachy, ily - neogén (lehotské
suvrstvie), 9. epiklastika - neovulkanity,
10. pieskovce, ilovito-piescCité bridlice -
trias (benkovské stuvrstvie), 11. vapence -
trias  (gutensteinské suvrstvie), 12.
ramsauské dolomity - trias, 13. sedimenty
(bridlice, pieskovce, zlepence) - perm, 14.
necClenené vulkanity (tholeitové bazalty
aich vulkanoklastikd) - perm, 15. sidla,
12 13 14 16. odbery vzoriek, 17. Zelezni¢na trat,
15 e 17— g —— 18. vodny tok.

Obr. 3 Geologicka stavba predmetného izemia (podl'a: www.mapserver.geology.sk)

Na obr. 3 je uvedena schematicka geologicka mapa SirSieho okolia Studovanej oblasti, pricom
z hl'adiska predmetnej Stidie st najdolezitejSimi geologickymi jednotkami - kvartér (zahfnajuci
fluvidlne sedimenty, vratane pdd a antropogénne sedimenty) a uhol'né sloje handlovsko-

novackej panvy.

Kvartérne sedimenty

Kvartérne sedimenty v regiéne Hornej Nitry sa zarad'ujd do necleneného kvartéru a do obdobia
spodného, stredného a vrchného pleistocénu a holocénu. Rozsah a hribka kvartérnych
sedimentov boli ovplyvnené eréznou a akumulacnou ¢innostou rieky Nitry a najma jej pritokov.
Kvartérne sedimenty su charakteristické vyraznym prevladanim proluvidlnych sedimentov
naplavovych kuzel'ov tvoriacich stupnovity systém. Najvyssie poloZené casti dolin na tipati Malej
Magury, Vta¢nika a Hornonitrianskej kotliny zaberaja proluvidlne kuZele niekolkych generacif.
Proluviadlne sedimenty spodného pleistocénu su zastipené naplavovymi kuZelmi potokov
Tuzina, Chvojnica, Kanianka a Poruba. NajniZSiu poziciu v doline rieky Nitry, Handlovky a ich
pritokov predstavuju zvodnené fluvidlne sedimenty dnovej akumuldcie. Na baze dnovej
akumulacie Nitry sa nachadzaju prevazne opracované Strky, ktoré smerom k nadloziu
prechadzaju do drobnejsich strkov. Obliakovy material je dobre vytriedeny, prevlada material

z kremenca a kremertia, hojné su granodiority, pieskovce, andezity, obcas karbonaty. Bazalne
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vrstvy prechadzajd do hrubozrnnych pieskov, na ktorych obcas leZia zahlinené Strky mladsSich

naplavovych kuzel'ov (Simon, 1997).

Kvartérne sedimenty vpredmetnom uzemi Zemianske Kostolany su zastdpené hlavne
fluvidlnymi a proluvidlnymi sedimentami. Fluvidlne sedimenty tvoria prevazne nivné humoézne
hliny alebo hlinito-piescité az Strkovito-piescité hliny dolinnych niv. Proluvidlne sedimenty
predstavuju hlinité az hlinito-piescité Strky sulomkami hornin v naplavovych kuzel'och bez

pokryvu (mapserver.geology.sk).

Uhol'né sloje handlovsko-novdckej panvy
V Slovenskej republike patria loziska handlovsko-novackej panvy k najvyznamnej$im zdrojom
uhlia. Handlovsko-novacka panva ma dve uhol'né produktivne suvrstvia - novacke a handlovské.
Na obr. 4 je schematickd mapa handlovsko-novackej mapy s lokalizaciou Studovaného tzemia.
Ich detailnému geologickému vyvoju sa venuje praca Cech a Petrik (1967). Novacke uholné
lozisko predstavuje najdodlezitejsi zdroj kaustobiolitov v Slovenskej republike. Novacke stvrstvie
bolo vycClenené ako produktivne vrstvy novackej uholnej panvy na zvyraznenie rozdielov
v litologickom vyvoji a veku v porovnani s handlovskym suvrstvim. Spodnu cast’ stvrstvia tvoria
piescito - ilovité a tufitické sedimenty s postupnym prechodom do tmavosivych a sivociernych
ilov az flovcov s uhol'nymi slojmi (Simon, 1997). Hlavny uhol'ny sloj sa tiahne od obce Ko$ aZ po
Kamenec pod Vtacnikom. Hrubka sloja je priemerne 8 — 10 m, ojedinele az 25 m. Produktivne
suvrstvie dosahuje hrubku az 50 m. Sloj vystupuje najplytSie k povrchu pri vychodnom okraji
loZziska, kde sa v minulosti aj taZil v povrchovej bani pri Lehote pod Vtaénikom (Simon, 1997).
V roku 1990 - 1991 bol uskuto¢neny mineralogicky vyskum novackeho uholného loziska.
Z mineralov boli v uhli identifikované flové mineraly (kaolinit, illit, montmorillonit, halloyzit,
hydrosl'udy), karbonaty (kalcit, siderit,

manganokalcit),  oxidy  (kremen, = .
magnetit, opdl, limonit), sulfidy (pyrit,

arzenopyrit, realgdr, auripigment),

fosforeCnany (apatit, fosforit), sirany

(sadrovec, anhydrit,  melanterit)

asilikaty (biotit, chlorit, amfiboly,

muskovit, granaty, plagioklasy,

K-Zivce, pyroxény) (Vrana et al., 1991).

“Zam ia;r:’ke ™
&;—;’i Kostolany :

o

Obr. 4 Schematicka mapa handlovsko-novackej mapy
s lokalizaciou studovaného izemia (Bolanz et al.,, 2012)
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Handlovské uhol'né loZisko tvori vychodnu Cast handlovsko-novackej panvy a je situované
hlavne pod centralnou ¢astou pohoria Vtacnik. Nachadzaju sa tu dva dobyvacie priestory (DP) -
DP Handlova (vychodna cast loZiska) a DP Cigel' (zapadna cast loZiska). HlbSie podlozie tvoria
horniny veporika (vapence, sliene a dolomity krizitianského prikrovu), ktoré st takmer na celom
lozisku pokryté hronikom reprezentovanym maluzinskym suvrstvim melafyrovych hornin.
Paleogén je zastipeny ilovcami, piesCitymi slieiimi a slienitymi ilmi s polohami pieskovcov
(Machajova et al.,, 2000). Handlovské suvrstvie (produktivne vrstvy) bolo vyclenené ako ilovcovo
- tufitické stvrstvie s uhol'nymi slojmi v handlovskej uhol'nej panve (Simon, 1997). Stivrstvie je
rozSirené v oblasti handlovského a cigel'ského uholného loziska. Jeho spodna hranica
s kamenskym suvrstvim je neostra, tvorena je postupnym zjemnovanim tufitov, pritomnostou
tufitickych a postupne uhol'nych ilov. Vrchna hranica je dana povrchom vrchného uhol'ného sloja
(Simon, 1997). Uhlie po uhl'opetrografickej stranke patri k hnedouhol'nym humitom s nizkym
obsahom popolovin (Machajova et al., 2000). Hrabka uhol'ného sloja je premenliva (2,5 - 16 m).
Kvalita uhol'ného sloja vyjadrend vyhrevnostou je v SZ Casti 10 az 15 MJ].kg1a v JV ¢asti 13 az
25 M].kg1 (Machajova et al., 2000). NadloZie uholného sloja tvoria sivé pelitické sedimenty
(,nadlozné ily“), ktoré predstavuju koSianske suvrstvie. VysSie nadloZzie tvori detriticko-
vulkanicka formacia - lehotské suvrstvie, tvorené preplavenymi ilmi, tufitickymi ilmi a polohami
zlepencov. Vzacne sa vyskytuju tenké polohy andezitovych brekcii. Nad tymto stvrstvim sa
nachadzaju andezity aich pyroklastikd - vtacnickd formacia (Machajova et al., 2000).
Z mineralogického hladiska tvori hlavnd mineralnu primes uholného sloja ilovy a tufogénny
material, pyrit, markazit, realgar, auripigment arézne modifikicie kremetia a sadrovca

(Machajova et al., 2000).

2.1.2 Hydrogeologicka charakteristika

Region Horna Nitra patri do vrchovinovo nizZinnej az strednohorskej oblasti. Rezim odtoku je
charakterizovany ako dazd’'ovo - snehovy az snehovo-dazd'ovy. Najvyssi prietok dosahuju toky
v obdobi jarnych mesiacov od marca do maja. Minimalne prietoky st hlavne v septembri.
Podzemna voda v suvrstvi je priamo dotovana z atmosférickych zrazok, ale najma z povrchovych
vod rieky Handlovka, ktora je vysSie poloZena ako rieka Nitra. Antropogénnou cinnostou su

najviac ovplyvnené toky Nitra, Handlovka a Nitrica.

Lokalita Zemianske Kostolany sa nachddza na rozhrani dvoch hydrogeologickych rajonov.
Prvym je ,neogén a kvartér Hornonitrianskej kotliny“, ktory je budovany dvoma zakladnymi
komplexami: sedimenty pliocénu dosahujd hribku 300 m a sui zastipené pestrymi faciami
kontinentalneho vyvoja (ilovce, ily a Sliry) a detriticko-vulkanickd formacia s prevahou ilov

a Strkov. Druhy rajon predstavuje ,mezozoikum a paleogén juZnej Casti StraZovskych vrchov*.

11
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Kvartér je v severnej casti tvoreny kamenito-hlinitou sutou a v juZnej Casti izemia su to piescité
strky, ktoré v kvartéri predstavuju kolektor podzemnej vody. Obe facie su prekryté piescitymi
hlinami rozdielnych hrubok. Z hydrologického hl'adiska patri dzemie do povodia rieky Nitry.
Z hornej a strednej Casti do nej pritekd mnoho mensich tokov. Z vychodnej strany ohranicCuje
oblast' pritok Handlovka. Z hl'adiska hydrogeologickej rajonizacie vrchny usek rieky Nitry patri
do mezozoika Lucanskej Fatry, stredny usek rieky Nitry a spodny usek riek Nitry, TuZinej,
Chvojnice a Handlovky patri do neogénu a kvartéru Hornonitrianskej kotliny (s medzizrnovou
priepustnostou). Na tizemi sa nachadzajui zvodnené pleistocénne a holocénne sedimenty, ktoré
reprezentuju dnové akumulacie Strkov, pieskov, zahlinenych Strkov ahlin niv riek Nitry
a Handlovky (Vaskovsky, 1973 in CMS, 2011; Tylecek et al., 1991; Atlas krajiny SR, 2002;
Zenidova et al.,, 2005; Bodis et al., 2006).

2.1.3 Pedologicka charakteristika izemia

V regiéne Horna Nitra maju najvacSie zastipenie kambizeme, luvizeme a rendziny (obr. 5). Stav
a kvalita humusu zavisi od hydrotermického rezimu pod, ktorého niz$i obsah a kvalita je
vysledkom aktualnych er6zno-akumulac¢nych procesov. Na andezitovom podklade dominuju
kambizeme (hnedé pody) s rozne svetlym humusovym horizontom. V pohoriach a na svahoch sa
vytvorili podzoly so silne kyslou reakciou a akumulaciou Zeleza a hlinika. Hnedozeme s tenkym
humusovym horizontom s obsahom skeletu sa vyskytuju na sprasiach alebo sprasnych hlinach.
V okoli Sebedrazia a KoS$a sa vyskytuje aj Ciernica, vyvinuta na proluvialnych hlinach. Na tizemi
sa vyskytuju tri skupiny chranenych polnohospodarskych pod - fluvizemné pody (typické
a glejové), luvizemné pody a pseudogleje typické (Bodis et al., 2006).
—_ ‘1L resend fluvizeme kultizemné, sprievodné fluvizeme

geljové, modalne a kultizemné I'ahké,
z nekarbonatovych aluvialnych sedimentov

Fu Zaviarske
A{""‘- Mestoiany

7 >
- Bystriany

kambizeme modalne a kultizemné nasytené

az kyslé, sprievodné rankre a kambizeme
pseudoglejové, zo stredne tazkych az I'ahsich
skeletnantych zvetralin nekarbonatovych hornin
preudogleje modalne, kultizemné a luvizemné
nasytené az kyslé, zo spraSovych hlin a svahovin
rendziny a kambizeme rendzinové, sprievodné
litozeme karbondatové, lokalne rendziny sutinové,
zo zvetralin pevnych karbonatovych hornin

Obr. 5 Schematicka mapa rozsirenia podnych typov v predmetnej oblasti (zdroje: www.geoportal.sk,
www.enviroportal.sk, www.eea.europa.eu, Saly a Surina, 2002 upravené podl'a Veselsk3, 2013)
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V zaujmovom uzemi Zemianske Kostolany sa v blizkosti rieky Nitry nachadzaja hlavne
fluvizeme kultizemné, ktoré sa vyvinuli z nekarbonatovych aluvidlnych sedimentov. Sprievodne
sa moZu vyskytovat aj fluvizeme glejové, modalne a kultizemné I'ahké. Vychodnu cast’ lokality
tvoria pseudogleje modalne, kultizemné aluvizemné nasytené aZz kyslé, ktoré sa vytvorili
zo sprasovych hlin asvahovin. Do predmetného Uzemia zasahuju aj kambizeme modalne
a kultizemné nasytené az kyslé, ktoré pochadzaju zo stredne tazkych az l'ahsich skeletnatych
zvetralin nekarbonatovych hornin. Sprievodne sa v oblasti m6zu nachadzat rankre a kambizeme
pseudoglejové. Zapadnu cast Uzemia tvoria rendziny a kambizeme rendzinové zo zvetralin
pevnych karbonatovych hornin. Sprievodnymi pédami su litozeme modalne karbonatové
a lokalne sa vyskytuju aj rendziny sutinové (Hrasko et al., 1993). Po havarii odkaliska vSak doslo
k prekrytiu p6d rozplavenym popolovym materialom. V sticasnosti sa tieto pédy oznacuju ako

technozem inicidlna (Societas Pedologica Slovaca, 2014, Faragé et al., 2014).

2.1.4 Klimatické pomery

Hornonitriansku kotlinu charakterizuje mierne teplé aZ mierne chladné podnebie. NiZsia Cast
kotliny patri do teplej klimatickej oblasti, strane pohori do mierne teplej a najvyssie polohy do
chladnej klimatickej oblasti. Priemerna ro¢na teplota sa pohybuje v rozpati 7 - 8 °C. Priemerné
mesacné teploty v letnych mesiacoch sa pohybuji od 16,9 °C do 18,0 °C a v zimnych mesiacoch
od -3,2 °C do 4,2 °C. Ro¢ny uhrn zrazok sa pohybuje v rozpati 700 - 850 mm. Mesiacmi
s najvys$$im priemernym mesacnym mnozstvom zraZok su mesiace jun, jul a august. V kotline sa
(Novaky - 607 mm) a k okrajom kotliny a okolitym pohoriam vzrasta (vo vrcholovych oblastiach
Strazovskych vrchov dosahuju 1100 - 1380 mm, vo vysocinovych oblastiach Vta¢nika az 1400
mm). Snehova pokryvka v Hornonitrianskej kotline trva 45 - 70 dni, vo vrcholovych castiach
pohori 110 - 125 dni. Pridenie vzduchu v regiéne Horna Nitra je znacne ovplyvnené orografiou
a orientaciou kotliny. Dominuje priudenie vetrov zo severného a severovychodného smeru. Nizka
hodnota priemernej ro¢nej rychlosti vetra (2,3 m.s-!) poukazuje na nevhodné podmienky pre
rozptyl a prenos exhalatov. Energetika, mensSie zdroje chemického priemyslu a lokdlne
kureniska predstavuju hlavné zdroje znecistenia ovzdusia. Velky podiel na vysokej turovni
znecistenia ma nizka kvalita palivovo-energetickych zdrojov (Kernatsova et al., 2005; Bodis et

al,, 2006; SHMU, 2014).
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2.2 Tepelna elektraren Novaky

Viacsina vytazeného uhlia zo slovenskych uhol'nych bani (hlavne vSak z regiéonu Horna Nitra) sa
spotrebuje na vyrobu elektrickej energie v Slovenskych elektrarnach, a.s.. Elektraren Novaky
(ENO) v Zemianskych Kostol'anoch, okres Prievidza, ktora svoju prevadzku zacala v roku 1953,
svojim vykonom 518 MWe predstavujé priblizne 9 % inStalovaného vykonu Slovenskych

elektrarni (www.seas.sk).
Technolégia spal'ovania ENO

Hlavné vyrobné zariadenie prevadzky — ENO B (vystavba 1959 - 1976) pozostava zo Styroch
blokov po 110 MW. Elektrarensky blok predstavuje samostatnd vyrobnu jednotku skladajicu sa
z kotla, turbiny, generatora a ich prisluSenstva. Sucastou bloku st odlucovace polietavého
popola z dymovych plynov, chladiaca veZa, blokovy transformator, odsirovacie zariadenie
a systém na redukciu oxidov dusika. Sticastou zavodu je aj prevadzka ENO A (vystavba 1949 -
1957) s elektrickym vykonom 178,8 MW. V sti¢asnosti st v ENO A inStalované dva granulatné
kotly 2 x 110 t/h a fluidny kotol FK1 125 t/h pary (SE, a.s., 2010, www.javys.sk).

Spalovanie uhlia v praskovych granulacnych kotloch a vo fluidnom kotle generuje paru
s vysokymi parametrami. Vyrobena para je privadzana na lopatky turbin, kde odovzda svoju
pohybovu energiu a roztaca ich. Spojenie turbiny s generdtorom prendasa rotaciu na generator,
v ktorom sa mechanicka energia meni na elektricki energiu a cez transformator sa vyvadza do
elektrickej siete (SE, a.s., 2010). Okrem vyroby elektriny zabezpecuje tepelna elektraren aj
dodavky tepla vo forme pary pre susediace priemyselné podniky a vo forme hortcej vody,
predovSetkym pre mesto Prievidza. V ramci technolégie nakladania sodpadmi sa
vyprodukovany popol mieSa s vodou a potrubim naplavuje na Pévodné odkalisko. K d'alsim
vyuzivanym odkaliskdm patri Docasné odkalisko Zemianske Kostol'any (ukladaju sa tu jemné
frakcie metédou solidifikacie) a Definitivne odkalisko Chalmova, na ktorom sa taktiez naplavuje
(Frankovska et al.,, 2008). Hoci v sticasnosti odkaliska predstavuju vel'ké skladky nevyuziteI'ného

a nebezpecéného materialu, v budicnosti méZu byt surovinovymi zakladiiami vel'kého vyznamu.
Pévodné odkalisko ENO (vodohospoddrska kategoria: Il., Zemianske Kostol'any)

Odkalisko hnedouhol'nych popolov (tab. 1) je v prevadzke od polovice 50.-tych rokov 20. stor.
V rokoch 1970 - 1980 prebehla rekonstrukcia a od r. 1982 obnovenie plavenia popola. Podl'a
STN 753310 ide o odkalisko s obehovym systémom dopravnej vody, Ciastone pretekané
povrchovymi vodami, udolného typu, so zakladnou hradzou sypanou z miestnych zemin,
nadvySovanie popolovymi hradzami (metédou plavenia ,proti vode“), uloZenie popolového
sedimentu je trvalé (CMS, 2011). Udolie tvoria bridlice, pieskovce a kremence s melafyrmi a v JZ

az SZ okraji sa oblukovito tiahne pas dolomitov avapencov. Vrstvy ilov, drte a dlomkov
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melafyrov (mocnost 1 - 12 m) sa striedajua s polohami jemnozrnného aZ prachovitého piesku.
V udoli dominuju fluvidlne a deluvidlne sedimenty. Aluvidlne naplavy rieky Nitry tvoria Strky
piescité az hlinité do 5 m, ktoré su prekryté naplavovymi hlinami. Deluvidlne sedimenty maju

charakter hlinitokamenitej sute (CMS, 2011).
Definitivne odkalisko ENO (vodohospoddrska kategoria: I1., Bystricany - Chalmovad)

Odkalisko hnedouhol'nych popolov (tab. 1), ktoré norma STN 753310 definuje ako odkalisko
s obehovym vyuZzivanim dopravnej vody, CiastoCne pretekané povrchovymi vodami, udolné,
morfologicky vyhodné, so zakladnou hradzou v zdZenom profile (pata hradze cca 240 m n. m,,
vyska 20 m) z miestnych zemin, nadvySovacie hradze popolové, s trvalym uloZenim popolového
sedimentu (CMS, 2011). Podlozie je tvorené dobre priepustnymi karbonatmi pokrytymi
nesuvislymi polohami hlin. Pritomné je pasmo velmi poruSenych dolomitov a vapencov
s puklinami vyplnenymi dolomitickymi ,muckami“, ktorymi je odvadzané znacné mnozstvo
podzemnych vod. PodloZie na dne ddolia je prekryté vrstvou eluvidlnych sedimentov tvorenych

zahlinenymi sutami alebo hlinami. Na svahoch st pritomné hlinito-kamenité sute (CMS, 2011).

Tab. 1 Vybrané vlastnosti odkalisk ENO Novaky (CMS, 2011)

Objemova hmotnost (kg.m-3)

Nazov Zrnitostné zlozenie Vlhkost (%)
pd pn
Povodné odkalisko S-F, SC 507 - 926 796 - 1165 20,5-58,5
Deponovanie jemnozrnnych a Kkyprych popolov v okrajovy Ccastiach
Charakteristika nadvysovacich kaziet snizkymi hodnotami mechanickych parametrov,
s malou objem. hmotnost'ou = neZiadudce vlastnosti z hl'adiska stability.
Definitivne odkalisko S-F, SC, CS 455 -931 898 -1195 22-58

Deponovanie jemnozrnnych a kyprych popolov, ktoré vcase od ich
zabudovania nepatrne zlepSuju svoje mechanické vlastnosti resp. si ich
udrzujd. Horniny v podloZi maju rozdielny charakter. Pod okrajovym svahom
uloziska smerom do tudolia rieky Nitra si sedimenty s vysokym podielom
jemnozrnnych frakcii (ilu), pri vi¢Som nasyteni popola vodou mohlo viest
k nestabilite okrajového nasypu odkaliska.

Charakteristika

Docasné odkalisko ENO (vodohospoddrska kategoria: 1., Zemianske Kostol'any)

Odkalisko hnedouholnych popolov a stabilizatu, ktoré norma STN 753310 definuje ako:
Odkalisko s obehovym vyuzivanim dopravnej vody, ¢iastoCne pretekané povrchovymi vodami,
rovinné svahové so zakladnou hradzou budovanou cCiastocne z hlin a ciastotne zo Skvary
apopola, nadvySovacie hradze popolové, trvalé uloZenie sedimentu (~30 az 34 m nad
povodnym povrchom terénu, ~218 aZ 226 m n.m., v sicasnosti sa uklada inertny geomaterial

(stabilizat) na skladky ¢ 1 a ¢ 2. (CMS, 2011).
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3. GEOCHEMICKA CHARAKTERISTIKA UHLIA
A ELEKTRARENSKYCH POPOLOV

3.1 Chemické a mineralne zloZenie uhlia

Uhlie je horlavd hornina, ktord vznikla ako vysledok komplexu anaerébnych biochemickych
reakcii za p6sobenia teploty, tlaku a ¢asu v podzemnych vrstvach rastlinného odpadu (Jandacka
a Mikulik, 2008). Jednotlivé druhy uhlia sa od seba odliSuju vyhrevnostou, obsahom siry
adalsich necistot, mechanickou pevnostou, obsahom vlhkosti, fyzikdlnymi a chemickymi
vlastnostami. Okrem uhlika, obsahuje uhlie vodik, kyslik, dusik arozny obsah siry. Nizko

kvalitné uhlie ma nizky obsah uhlika, ale vysoky obsah vodika a kyslika (www.coal.ca).

Na zaklade stupna transformdacie povodného rastlinného materidlu a uhlika, je uhlie
Klasifikované do 4 hlavnych kategorii: lignit, hnedé uhlie, ¢ierne uhlie, antracit. Najstarsie Cierne
uhlie a antracit vznikli iba p6sobenim silného tektonického tlaku a vysokej teploty. Antracit
predstavuje uhlie s najvysSim obsahom uhlika (94 %) a najmenS$im podielom prchavych latok
(Jandac¢ka a Mikulik, 2008). Cierne uhlie sa pouZiva predovsetkym na vyrobu elektriny a koksu
pre oceliarsky priemysel a obsah uhlika sa pohybuje od 75 do 95 % (Jandacka a Mikulik, 2008).
Obsah uhlika v hnedom uhli je v rozmedzi 60 - 75 % (Jandacka a Mikulik, 2008). Hoci ma niZsiu
vyhrevnost, ma aj niz8i obsah siry v porovnani s ostatnymi druhmi uhlia (www.ket.org) a na
rozdiel od Cierneho uhlia je I'ahSie a obsahuje viac vlhkosti (www.coal.ca). Mineralne zloZenie
anorganickej hmoty hnedého uhlia (Pernik, Bobov Dol) a ¢ierneho uhlia (Balkan) skumali
Vassileva a Vassilev (2006). Uhlie postupne ohrievali od 100 °C k 1400 - 1600 °C cez 100 °C
intervaly. Skiimali povodné minerdly ako aj novovytvorené anorganické fazy v produktoch
spal'ovania. Popisanych bolo 33 mineralov afaz, aaj ich spravanie. Niektoré mineraly

identifikované v uhli uvadza tab. 2.

svv s

2008) a patri k najmenej kvalitnym a najmlads$im z druhov uhlia. Pouziva sa predovsetkym na

vyrobu elektrickej energie (www.ket.org).

3.1.1 Zastapenie a distribucia arzénu v uhli

Na svoju prevadzku ENO Novaky pouzivaju ako palivo hnedé uhlie a lignit z hornonitrianskych
bani, ktoré majti obsah siry 1,35 aZ 1,99 % a obsah arzénu 6,2 a% 590 mg.kg! (Novaky) (Spaldon
a Turcaniovd, 1998). DetailnejSej geochemicko-ekologickej charakteristike novackeho uhlia sa

venoval Vrana et al. (1991).
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Arzén je vnovackom uhli viazany najmd na realgar (AsS) a auripigment (As»S3z), ktoré sa

vyskytuju ako Cervené, oranzové azlté povlaky na puklinach avrstevnych plochach, resp.

impregnujii preplastky auholni hmotu (Verbich, 1998). Ciastoéne je As viazany aj na

arzenopyrit (FeAsS), ktory sa tu vyskytuje zriedkavo (Mechacek a Petrik, 1967).

Tab. 2 Prehl'ad niektorych mineralov identifikovanych v réznych typoch uhlia

Zdroj Vassilev Querol Vassileva  Vassilev Mukhopa-
etal, etal, a Vassilev, etal, dhyay et al.,
2005a 1995 2006 2003 1996

Mineraly Vzorec HU HU HU, CU CU, SA, A CU

Sulfidy

pyrit FeS; X X X X X

markazit FeS; X X X

sfalerit ZnS X

Sirany

szomolnoKit FeS04.H;0 X

rozenit FeS04.4H,0 X

melanterit FeS04.7H20 X

jarozit (Na,K)Fe3(S04)2(0OH)s X X X

sadrovec CaS04.2H20 X X X X X

anhydrit CaSO04 X

Karbonaty

kalcit CaCoOs3 X X X X

dolomit CaMg(CO03): X X X X

ankerit Ca(MgFe)(CO3)2 X X X X

siderit FeCO3 X X X X

Silikaty

kremen Si0; X X X X X

opal Si02.nH;0 X

kaolinit Al;Si,05(0H)4 X X X X X

illit (KH20)Al2(AlSi)Si3010(0OH)2 X X X X X

muskovit KAlelSi3010(OH)2 X X X

montmorillonit %g;’i?i&i%AlMgFe)zsuow X X X

mikroklin KAISi30s, X

chlorit (MgFe)sAl>Siz019(OH)s X X X

plagioklas NaAlSi30s-CaAl,Si;0s X X X

K-Zivce KAISizOg X X X X X

Oxidy a

hydroxidy

hematit Fe;03 X X

goethit a-FeOOH X

Iné

vulkanické sklo X

Ca-Mg-Na-K fazy X

anorganicka <

amorfna hmota

*HU - hnedé uhlie, CU - &ierne uhlie, SA - semi-antracit, A - antracit

Akumulacia arzénu vuhli je kontrolovand mnohymi geologickymi faktormi pocas procesu

formovania ubhlia,

zahffiajic rozklad rastlin,

sedimentacné prostredie a epigeneticki

hydrotermalnu aktivitu. Distribucia arzénu v uhli je ovplyvnena obsahom popola a siry, menej
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petrografiou uhlia a poziciou vzorky v uholnom sloji (Yudovich a Ketris, 2005). V uhli sa
vyskytujud tri dominantné formy arzénu: pyriticka, organicka a arzeni¢nanova. Okrem uvedenych
foriem vyskytu moZe arzén vystupovat naviazany aj na ilové mineraly (Pandey et al., 2011).
Formy Aspyr, ASorg @ malé zrna dalSich mineralov arzénu maju tendenciu sa pocas spalovania
vyparovat, kym Asjgy inklinuja viac k popolu z dna (bottom ash) (Kizilstein et al., 1989 in
Yudovich a Ketris, 2005). Ak Asp,r dominuje, je pozorovana akumulacia arzénu v tazkej frakcii
(alebo vo vysoko popolnatom uhli). Ak dominuje Asorg, arzén je obohateny vo frakcii so strednou

hustotou (alebo v nizko a stredne popolnatom uhli) (Yudovich a Ketris, 2005).

Priemerné koncentracie arzénu vo svete (klark As v uhli) pre ¢ierne uhlie je 9,0 + 0,8 mg.kg1!
apre lignit 7,4 + 1,4 mgkg?. Vpripade popolov si obsahy As vysSie: popol z ¢ierneho uhlia
obsahuje 50 = 5 mgkg?! arzénu, popol zlignitu 49 + 8 mgkg! arzénu. Obsah arzénu sa so
zvySujuacou kvalitou uhlia znizuje (Yudovich a Ketris, 2005). V praci Wang et al. (2006) sa obsah

arzénu v uhli zniZoval v rade hnedé uhlie > antracit > ¢ierne uhlie.

Arzén v prirode tvori viac ako 200 mineralov a jeho najcastejSie sa vyskytujicim mineralom je
arzenopyrit (Gomez-Caminero et al, 2001; Mandal a Suzuki, 2002). Arzén sa nachadza
v mineraloch ako realgar (AsS), auripigment (As:S3), ale taktieZ sa vyskytuje v asociacii so
sulfidmi Cu, Pb aZn a s mineralmi ako je chalkopyrit a sfalerit (Mandal a Suzuki, 2002; Baur
a Onishi, 1969 in Smedley a Kinniburgh, 2002). V ¢iernom uhli je sulfidickd forma arzénu
dominantna a vedl'ajSou formou je arzén v iénovo-vymenitelnej forme. V hnedom uhli je arzén
jednotne distribuovany skor medzi karbonaty, sulfidy a organickd hmotu (Yudovich a Ketris,
2005). Zhang et al. (2002) identifikovali vysoké obsahy arzénu v kalcite av pyrite. Vyskyt

a obsah arzénu v réznych typoch uhlia v niektorych Statoch uvadza tab. 3.

Praca Belkin et al. (1997 in Yudovich a Ketris, 2005) poukazuje na eSte vacSiu rozmanitost

foriem arzénu s d'alsimi detekovanymi fazami viazicimi arzén:

- As-viazaci pyrit vo forme framboidov, idiomorfnych krysStadlov azrn nepravidelnych
tvarov. Zmena obsahu arzénu v pyrite je najvacsia blizko arzenopyritovych zfn.

- Arzenopyrit s vel'kostou zfn 0,15 - 0,25 mm, obsahuje primes Se (0,15 - 0,20 hm. %).

- As-viazuce fosforeCnany, s pomerom P/As okolo 4.

- As-viazuci jarozit (obsahujtci niekol'’ko % As).

- Skorodit, faza Fe - As s pomerom Fe/As okolo 1.

- As-viazuce oxidy Fe, pravdepodobne hematit.
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Tab. 3 Vyskyt a obsah arzénu (mg.kg1) v uhli a v popole

(BA (bottom ash) - popol z dna kotlov, FA (fly ash) - polietavy popol).

Stat, oblast, Typ uhlia Pocet  Obsah As (mg.kg1), vyskyt Zdroj

mesto, lozisko vzoriek

Cina, Antracit a 144 vacsina vzoriek obsahovala

juhozapadny Cierne uhlie menej ako 30 mg.kg! As,

Guizhou 37 vzoriek viac ako 30 mg.kg!  Zhao etal.
As, 16 vzoriek viac ako 100 (2008)
mg.kg1As, niekol'’ko vzoriek
viac ako 1000 mg.kg1As

Ceska republika,  Cierne uhlie uhlie: 7,1 mg.kg1As

Porici BA: 9,4 mg.kg1As
FA: 29 mgkg1As Bartonova et al.

Ceska republika,  Lignit uhlie: 14 mg.kg1As (2007)

Tisova BA: 24 mg.kg1As
FA: 28 mgkg!As

USA, Ohio Cierne uhlie BA: 4,5 - 4,8 mg.kg1As

(vysoky obsah FA: 51,2 - 58,2 mg.kg1As

siry: 3,9 %) Jones et al.
USA Uhlie s nizkym BA: 3,0 - 3,5 mg.kg1As (2012)
Nové Mexico obsahom siry: FA: 11,0 - 11,4 mg.kg1As

0,76 %

Cina Cierne uhlie, 4763 od 1,75 do 25,38 mg.kg1As

(28 ml.est., antracit, lignit (priemerné hod.noty), Kang et al.

a provincii) As hlavne v pyrite (2011)

a sulfidickych mineraloch, ale
aj v organickej hmote
Cina Hnedé uhlie, 297 0,24 - 71 mg.kg1As,
(26 provincii) Cierne uhlie, priemer: 6,4 + 0,5 mg.kg!As, Wang et al.
antracit geometricky priemer: 4,0 £ 8,5 (2006)
mg.kg1As

USA, Danville Cierne uhlie 33 0,5 - 43 mg.kg1As,
prlemerf 12,7 mg.kg1, Mastalerz
As v pyrite .

— — - a Drobniak
USA, Springfield, Cierne uhlie 64 1-50 mg.kg1As,
, (2007)
priemer: 9,4 mg.kg1As,
As v pyrite
Turecko, Gediz Cierne uhlie 45 170 - 3854 mg.kg1As,
(vysoky obsah priemer: 833 mg.kg1As,
siry: 4,5 - 11,5 %) As a.lsoci:%\cia s epigfenetigkyrln Karayigit et al.
antimonitom (v prizmatickych
" . (2000)
krystaloch, menej v
radidlnych) a asociacia so
sulfidmi Fe (pyrit, markazit)

Cina 3 Yunnan: 350,2 mg.kg-1As,

Yunnan, Yima, As v pyrite, Guo et al.

Datong Yima : 40,3 mg.kg1As, (2004)
Datong: 7,9 mg.kg1As

Zap. Venezuela Cierne uhlie 16 uhlie: < 0,004 - 71,3 mg.kg?, Hackley et al.

(14 bani) (obsah S1 -6 %) As asociuje so sulfidmi (2005)

19



Petkova & Jurkovi¢ & Vojtkova © 2016

USA, Cierne uhlie 1 As: 4,75 mg.kg1As,
Elkhorn/Hazard As v pyrite
USA Cierne uhlie 1 5,12 mg.kg1As,
Pittsburgh _ ' As v pyrite Kolker et al.
USA Cierne uhlie 1 3,09 mg.kg1As, (2000)
[llinois no.6 As v pyrite
USA Hnedé uhlie 1 1,58 mg.kg1As,
Wyodak As v organickej hmote ako
As3+* alebo arzenicnany
Bulharsko Lignit, ¢ierne 400 priemer : 2 - 58 mg.kg-1As,
(14 uholI'nych a hnedé uhlie max. 4011 mg.kg1As,
lozisk) priemer: lignit: 11 mg.kg!As,
hnedé uhlie: 19 mg.kg1As, Eskenazy
Cierne uhlie: 37 mg.kg1As, (1995)
As hlavne v pyrite, predpoklad
aj v organike, v uhol'nom
popole: 8 - 575 mg.kg1As
Zapadna Kanada BA: 1,6 mg.kg1As, Goodarzi
FA: 17,5 mgkg1As, a Huggins
As ako arzenitan, arzeni¢nan (2001)
USA 2,7 mg.kg1As,
[llinois no.6 As v pyrite
USA Zmes 4,1 mg.kg1As,
Pittsburgh As v pyrite
USA Sloj 19 mg.kg1As,
Ohio ] Asv Eyrigte Seames
—— a Wendt (2000)
USA Hnedé uhlie 1,4 mg.kg1As,
Wyodak As v pyrite, v organickej
hmote
USA Lignit 8,1 mg.kg1As,
Severna Dakota As v pyrite
India uhlie: 1,14 - 2,2 mg.kg!As,
(5 elektrarni) FA: 0,19 - 0,35 mg.kg1As, 1(32}1 ;;llg)a Ko cel:
BA: 0,1 - 0,29 mg.kg1As
Kanada, Alberta Nizko kvalitné 53 uhlie: 0,4 - 140 mg.kg1As, Gentzis
¢ierne uhlie obsah siry < 0,6 hm.% a Goodarzi,
1997
Severny Iran, Cierne uhlie 4 uhlie: 1,’3 - 5,9 mg.kg1As, Goodarzi et al.
Alborz obsah siry: 0,35 - 0,7 hm.%,
. a C (2006)
S viazand v organickej forme
Zapadnad Kanada  Hnedé uhlie uhlie: 1.8tddia: 2,55 mg.kg1As,
2.8tudia : 1,60 mg.kg1As,
Bl}: ,1.s.tud1a: 2,07 mg.kglAs, Goodarzi
2.8tudia: 1,60 mg.kg1As, (2006)
FA: 1.studia: 29,23 mg.kg!As,
2.8tadia: 18 mg.kg1As,
As v pyrite
Kanada, Cierne uhlie 96 uhlie: 0,1 - 8,8 mg.kg1As
Elk Valley Goodarzi et al.
(Britska (2009)
Kolumbia)
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Cina . Uhol'né bane 33 uhlie: od 55,71 + 2,32 mg.kg!- He et al. (2002)
S, SV aV Ciny 156,72 + 7,55 mg.kg-1As
USA, Clay County, Ci(,erne uhlie , 22 uhlie: 5,6 - 292 mg.kg1As Sakulpitakphon
Kentucky (nizky obsah siry,
. ) etal. (2004)
(5 bani) S hlavne v pyrite)
Juzna Cina, Cierne uhlie 29 uhlie: 2,1 - 70,1 mg.kg1As,
Heshan Coalfield  (vysoky obsah As viazany na sulfidy Fe Shao et al.
siry: 5,3 - 11,6 %, (2003)
viazana v OH)
Portugalsko, Rio Lignit 4 uhlie: 17,3 - 62,7 mg.kg1As
Maior Suarez-Ruiz
Spanielsko, Cierne uhlie 4 uhlie: 2,9 - 11,8 mgkg1As etal. (2006)
Pefiarroya
Cina, Huainan, Antracit 4 13,3 - 26,0 mg.kg1As
provincia Anhui Cierne uhlie 4 uhlie: 1,07 - 1,69 mg.kg-1As Tang et al.
BA: 1,7 - 2,7 mg.kg1As (2012)
FA: 3,14 - 7 mg.kg1As
Juzna Afrika, Cierne uhlie 4 uhlie: 1,57 - 15 mg.kg1As, Wagner a
Waterberg As v pyrite Tlotleng (2012)
USA, ].31ack . Cierne uhlie uhlie: 55 mg.kg1As, Zielinski et al.
Warrior Basin, FA: 230 mg.kg1As, (2007)
Alabama As v pyrite

3.2 Vplyv teploty na premenu mineralnych faz pocas spal'ovania uhlia

V uhli a v nizkoteplotnom popole je exotermicky dc¢inok medzi teplotou 55 aZ 110 °C pripisovany
strate adsorbovanej vody, kym endotermicka reakcia okolo teploty 130 — 180 °C zodpoveda
dehydratacii sadrovca. Oxidacia organickej hmoty prebieha v intervale 180 - 670 °C pre uhlie
a 340 - 530 °C pre nizkoteplotny popol. Tato reakcia je sprevadzana rozkladom pyritu a sideritu
a dehydroxylaciou a deStrukciou niektorych ilovych mineralov. Endotermicka reakcia medzi
680 a 915 °C zodpoveda rozkladu vapenca a dolomitu. U¢inky pri teplote 850 - 1000 °C su
spojené s pokracujucou destrukciou flovych mineralov a vzniku hlavne mullitu, spinelu, korundu
a amorfnych faz. Teploty 965 - 1000 °C st pravdepodobne taktieZ prisudzované reakcidm
tuhého skupenstva (hlavne medzi CaO a silikatmi). S teplotou nad 1000 °C suvisi krystalizacia
amorfného SiO; na kristobalit, vznik korundu, mullitu, spinelov, Ca-silikatov, pyroxénov
a olivinov, rozklad anhydritu, niektoré reakcie medzi fdzami, tavenie a rozpustanie réznych faz.
Rozklad siranov Fe (470 - 810 °C), dehydroxylacia hydroxidov Fe (200 - 400 °C),
Al (300 - 600 °C) a Ca - Mg (350 - 620 °C) rovnako ako destrukcia ilovych mineralov, rozklad
uhli¢itanov a d'alSie reakcie podobné pre uhlie a nizkoteplotné popoly nad 800 °C, su

charakteristické aj pre vzorky vysokoteplotnych popolov (Vassilev et al., 1995).
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3.2.1 Termodynamika arzénu pocas spal'ovania uhlia

Pocas spal'ovania sa vel’ké mnoZstvo arzénu uvolnuje z uhlia a dochadza k jeho rozdeleniu medzi
plynnu fazu atuhy zvySok v roznych pomeroch, v zavislosti na faktoroch ako je pociatocna
koncentracia v p6vodnom uhli, konstrukcia a prevadzkové podmienky spal'ovania a kontrolné
zariadenie. Arzén je koncentrovany dominantne v €asticiach, ale rovnako sa méze nachadzat aj
v plyne. Koncentracia réznych foriem arzénu v plyne zavisi hlavne od teploty a od chemickej
interakcie s polietavym popolom (Wouterlood a Bowling, 1979). Elementarny arzén a oxidy
arzénu (As;03) sd povaZované za najpravdepodobnejsie formy vyskytu As v spalinovych plynoch
pocas spalovania, priCom arzén je viac prchavy vo forme As;03; ako elementarny As (Dismukes,

1994; Winter et al., 1994).

Termodynamické zhodnotenie

Podl'a prace Eary et al. (1990), koncentracie arzénu v produktoch spalovania uhlia sa znacne
liSia v rozsahu od 2 do 240 mg.kg! v polietavom popole a od 0,02 do 168 mg.kg! v popole z dna
kotlov, vzavislosti od kvality uhlia, hodnoty pH popolov a podmienok vznietenia. Podla
termodynamickych vypoctov (Furimsky, 2000) st pomer arzénu v plyne k tuhej faze, ako aj
formy vyskytu arzénu, ovplyvnené dvoma hlavnymi Cinitelmi: poklesom teploty so
vzdialenost'ou toku plynu a pomerom vzduch/uhlie poc¢as spalovania. Pri Standardnom pomere
vzduch/uhlie a = 1,1:1 (10 % prebytok vzduchu), pri teplote 1227 °C zacina podstatna cast
kondenzacie arzénu a pri teplote 927 °C sa vyskytuje kompletna kondenzacia. Pri zniZzeni a =
0,9:1 (redukujuce prostredie) pri teplote 1226,85 °C je mnoZstvo arzénu v plyne zvySené
dvojnasobne. Pri teplote 1527 °C sa zistilo, Ze v plyne dominuje arzén vo forme AsN a pritomné
su aj d’alSie formy vystupovania arzénu (*pozndmka) v zostupnom poradi: As?, As; a As;0.. Pri
rovnakej teplote v tuhej faze, moze existovat As;03; a v zostupnom poradi sa arzén vyskytuje
ako: As® a Caz(AsO4)2. S poklesom teploty na 927 °C v plyne, je stabilny len As;0s. Pri teplote
627 °C sa mozZe vyskytovat taktiez AsCls;, pricom v pevnej faze dominuje As;0s aje jedinou
formou vystupovania arzénu pri teplote 327 °C. So zniZenim teploty spalin je kondenzacia

arzénu ukoncena oxidaciou arzénu na Casticiach polietavého popola.

Podl'a Bel'kova et al. (2000), hlavny faktor, ktory ovplyviiuje prechod arzénu do plynnej fazy je
teplota. Len pocas nizkoteplotného vznietenia, arzén vytvara pevné fazy - oxidy a elementarny

As?. Pri teplote nad 600 °C, vac¢Sina arzénu prechadza do plynnej fazy vo formach As,, Asz a AsS.

*Pozndmka: Asg), Aszg), AS3(g), ASa) V podobe elektroneutralnych molekul (Zhao et al., 2004),
predstavuju formy vystupovania arzénu v plynnej faze (Chakraborti aLynch, 1983;
Wypartowicz, 1995; Zhong a Lynch, 2001; Potolokov et al., 2003; Leitner a Mikulec, 1991).
Tetraédrické molekuly Asasg) (Plesch a Tatiersky, 2004) st hlavnou formou arzénu v plynnej faze
(aZ 94 %) do teploty ~1127 °C (Gokcen, 1989).
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Vypocet termodynamickej rovnovahy (Bool a Helble, 1995) ukazuje, Ze arzén vo forme sulfidov
by sa mohol vyparit, pravdepodobne ako As® avrozmedzi teplot 1226,85 - 1726,85 °C ako
As;03. Kondenzované formy vystupovania arzénu v polietavom popole moézu byt teoreticky
kontrolované chemickym zlozenim popola: v kyslom popole (vysoky obsah Si) hlavne ako
Fe3(As0Q4),, v alkalickom popole (vysoky obsah Ca) ako Casz(AsO4).. V skutocnosti sa arzeni¢nany
Fe nevyskytuju, pretoZe Zelezo prechadza do silikdtovych skiel. Vzhl'adom k tejto skutocnosti,
arzén je kondenzovany na silikdtovych povrchoch gulic¢iek ako As;0s. Ide o proces fyzikalnej

sorpcie.

Pri nizkych teplotach (< 677 °C), za oxidacnych podmienok, si dominantné tuhé arzeni¢nany:
TIAsO4 (< 277 °C), AlAsO4 (277 - 287 °C, 477 - 577 °C), LaAsO4 (377 - 477 °C), MgzAs20s (577 -
677 °C). Jedinou stabilnou formou vystupovania arzénu pri teplote > 677 °C je plynny AsO
(Yudovich a Ketris, 2005).

Za redukénych podmienok pri teplotach < 527 °C, je jedinou formou vystupovania arzénu
T1AsO4. V rozsahu teplot 627 - 727 °C, je dominantnou formou arzénu pevny NisAs; a pri teplote

nad 827 °C plynny AsO (Yudovich a Ketris, 2005).

Poclas vyparovania s dve moZnosti odstrafiovania plynného arzénu: heterogénna kondenzacia
apovrchova adsorpcia na popolovych casticiach. Popol obsahuje dva typy castic:
submikrometrové castice (¢ast popola, ktora je odparovana pocas vysokoteplotného spal'ovania
uhlia a neskor kondenzuje v chladnejsich ¢astiach) a supermikrometrové castice, ktoré vznikaja
zo zhlukovania zvySkového popola. Hoci velkd cast popola je zloZena z vacSich Ccastic,

submikrometrové Castice su dolezité kvoli ich velkym mernym povrchom (Senior et al., 2006).

3.3 Chemické zloZenie a povod mineralnych faz polietavého popola

Polietavy popol vykazuje jedinec¢né, polykomponentné, heterogénne zloZenie, morfolégiu
arelativny podiel faz, na ktoré vplyva vela faktorov. Tieto premenné zahfnaju zdroj a mineralne
zloZenie zdrojového uhlia, podmienky spalovania, metédu zberu vedl'ajSich produktov,
skladovacie = amanipulacné metédy aimplementicie technik na  zmiernovanie
environmentalneho nebezpelenstva. Uhlie je v podstate heterogénna surovina, podobne ako aj
jeho vedlajsi produkt spal'ovania - popol. Zvysky spalovania uhlia st komplexnou zmesou
amorfnych, kryStalickych anorganickych zloZiek av menSom obsahu organickych zloziek,
obsahujucich mnoZstvo tuhych, kvapalnych aplynnych faz (Vassilev a Vassileva, 1996;

Koukouzas et al., 2009).

Pri ohreve uhlia v peci pri prevadzkovej teplote 1400 az 1600 °C ilové mineraly stracaju vodu

a tavia sa, uhlicitany sa rozkladaju za uvolmiovania CO; a tvorby CaO a MgO, sulfidy sa oxidujd za
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vzniku oxidov kovov, chloridy vyprchavaji a vznika kyselina chlorovodikova a sirany, pri
vysSich teplotach sa kremen chemicky nemeni (Hemmings a Berry, 1987). Teploty tavenia
flovych mineralov v uhli st dané predovsetkym ich chemickym zloZenim, zvlast mnoZstvom skla
ur¢eného pritomnymi prvkami (alebo tavidla) (Pietersen, 1993 in Chancey et al, 2010).
Mineraly, ktoré su pritomné v uhli, svacSou koncentraciou tavidiel buda vytvarat vacsie
mnoZstvo skla pocas chladenia ako uhol'né mineraly s nizSou koncentraciou tavivych prvkov
(Mindess et al.,, 2003 in Chancey et al.,, 2010).

Polietavy popol pozostava z jemnych, sklu podobnych castic, ktorych velkost sa pohybuje od
0,01 do 100 pm (Davison et al., 1974), st hlavne gul'ovitého tvaru a vacSinou amorfné.
Schématické znazornenie procesov, ktoré sa uplatiiuju pri vzniku castic polietavého popola

pocas spal'ovania (modifikovany podl'a Seames, 2003) znazornuje obr. 6.

Nukledcia

Anorganické /

pary

t

[ =

Pyrolyzy i fi
- | (Castice v Uhol'na a mineralna
zone

fragmentacia

- = | spalovania
Castice polietavého

Vyhoreng uhlie | i popola
1-20pum

Obr. 6 Schématicky diagram vzniku polietavého popola pocas spal'ovania uhlia (modifikované podla
Seames, 2003)

Rychle ochladenie vedie k vytvaraniu gul'ovitych, amorfnych (nekrystalickych) castic (obr. 7).
Rozpinavost plynov moéze spdsobit, Ze Castice expanduju a vytvaraju duté cenosféry (duté
Castice). Mineraly s vysokymi teplotami tavenia mozu zostavat relativne nezmenené. Na zloZenie

a morfol6giu Castic ma ohrievanie a chladenie vyznamny vplyv (Kutchko a Kim, 2006).
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Obr. 7 Premena castic pocas spal'ovania uhlia (Kutchko a Kim, 2006)

Anorganicka cCast polietavého popola pozostdva hlavne z nekryStalickych (amorfnych)
komponentov a mensSieho mnozstva Kkrystalickych zloziek zastipenych réznymi hlavnymi,
vedl'aj$imi a akcesorickymi mineralnymi fazami. Organicka cast obsahuje nespalené zlozky uhlia
(Vassilev a Vassileva, 1996). Z chemického hl'adiska st popoly tvorené hlavne Fe, Ca, Mg, Mn, K,
Ti, P, O, Si a Al (Mishra a Das, 2010; Medina et al., 2010). Pritomné su taktieZ stopové prvky,
ktoré su koncentrované v najmensich Casticiach popola (Adriano et al., 1980). Z oxidov maju
najvacsie zastupenie Si0, Alz03, Fe;03 a Ca0, mensie mnozstvo Mg0, MnO, P,0s, SO3, Naz0, K0,
Cl;0, P20s5 aTiO; (Vassilev et al., 2003; Kostakis, 2009; Koukouzas et al., 2009; Mishra a Das,
2010; Medina at al., 2010).

Zlozky polietavého popola maju prirodny alebo technogénny povod adelia sa na pévodné
(primarne) alebo novovzniknuté (sekundarne alebo tercidrne) mineraly a fazy (Vassilev

a Vassileva, 1996; Vassilev a Vassileva, 2007; Koukouzas et al., 2009):

1) primarne mineraly - poévodné minerdly alebo fazy v uhli, ktoré nepodliehaju fazovej
premene pocas spal'ovania uhlia, napr. stabilné silikaty, oxidy, sirany, fosforecnany, uhli¢itany

a iné s pomerne vysokymi teplotami rozkladu a tavenia,

2) sekundarne mineraly - su definované ako fazy, ktoré vznikaju pocas spalovania uhlia
a chemickymi reakciami popolového materidlu s vodnymi roztokmi, ktoré prichadzaju do
kontaktu s popolovym materidlom: rézne silikaty, oxidy, sirany, uhli¢itany, sulfidy, skla,

nespalené zvysKky,

3) terciarne mineraly - nové mineraly alebo fazy tvorené pocas transportu polietavého popola
a uloZenia: portlandit, brucit, sadrovec, sirany Fe, kalcit, dolomit, hydroxidy Fe a Al a amorfny

material.
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Polietavy popol je tvoreny tromi zakladnymi komponentmi (Vassilev a Vassileva, 2007):

1) anorganické zlozKy - zahrnajui nekrystalicky (amorfny) materidl, a to rozne sklovité castice

a krystalicky (mineralny) material ako su krystaly, zrna a agregaty ro6znych mineralov,
2) organicka zlozka - pozostava z uhol'nych castic (mierne zmenené), organické mineraly,

3) fluidné (kvapalné) zlozky - zloZzené z kvapaliny (vlhkost), plynu a plyn-kvapalinovych

inkluzii v suvislosti s anorganickou a organickou hmotou.

3.3.1 Rozdelenie polietavych popolov do tried Fa C

Americka spolo¢nost’ pre testovanie a materialy (ASTM C618-92a, 1994 in Moreno et al., 2005)
definuje dve triedy polietavych popolov zaloZené na chemickych a fyzikalnych charakteristikach.
Celosvetovo su polietavé popoly zo spalovania uhlia v praskovych kotloch kvdéli ich
priemyselnym aplikdciam (produkcia beténu a cementu) klasifikované do tried F a C. Priemerné
zloZenie popolov v triedach F (45 analyz) (Scheetz et al., 1997) a C (97 vzoriek) (Scheetz, 2004)

sumarizuje tab. 4.
Trieda F

Polietavé popoly v triede F su vacSinou produkované zo spal'ovania vysokokvalitného c¢ierneho
uhlia a antracitov (Manz, 1998). Trieda F je charakterizovana suc¢tom oxidov SiOz + Al,O3 + Fez03
> 70 % (ASTM C 618-94a in Koukouzas et al,, 2007) a zvycajne obsahuje menej ako 5 % CaO
(Koukouzas et al., 2007), SO3 < 5%, obsah vlhkosti < 3 % a stratu Zihanim (loss on ignition)
LOI < 6 % (ASTM C618-92a, 1994 in Moreno et al., 2005). NajCastejSie sa vyskytujucou fazou
v triede F je sklo ako vysledok tavenia ilov a obsahuje priblizuje 35 - 40 hm. % hlinika. Tento
amorfny materidl je puzolan, ktory moézZe byt vyuZivany v chemickych reakciach s roéznymi

alkalickymi chemikaliami (Scheetz, 2004).

Trieda C

Polietavé popoly triedy C majui vy$si obsah MgO a SOz a niZsi obsah SiO; a Al,03 ako Cierne uhlie
a zvycCajne su produkované zo spal'ovania nizko kvalitnych lignitov a hnedého uhlia. Stcet SiO; +
Al;03 + Fez03 je v rozsahu 50 - 70 %. ZvySeny obsah CaO v triede C je pripisovany pritomnosti
Ca0, krystalického 3Ca0-Al;03 alebo belitu (Chancey et al., 2010). Polietavy popol s obsahom
Ca0 viac ako 15 % je vhodny ako material pouzivany pri vyrobe portlandského cementu (Manz,

1998).
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Tab. 4 Chemické zloZenie polietavych popolov v triedach F a C (Scheetz et al., 1997; Scheetz, 2004)

Trieda F (hm.%/STDV) Trieda C (hm.%/STDV)

Sio, 52,5+9,6 36,9+4,7
Al203 22,8+5,4 17,6 £ 4,7
Fe;03 7,5+4,3 62+1,1
Cao 49+29 252+2,8
MgO 1,3+0,7 51+1,0
Naz0 1,0+1,0 1,7+1,2
K20 1,3+0,8 0,6+0,6
SO3 0,6 £0,5 29+1,8
vlhkost’ 0,11 +£0,14 0,06 £ 0,06
LOI 2,624 0,33+0,35

STDV - smerodajna odchylka

3.3.2 Mineralne zloZenie polietavého popola

Polietavy popol pozostava hlavne z amorfnych skiel a niekol'kych krystalickych faz. Podla
mnohych prac (Querol et al., 1995; Hower et al, 1996; Sulovsky, 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 najcastejSie sa vyskytujicim
hlavnym mineralnym fazam v popole patria: kremen (SiO2), nespalené zvysky uhlia, hematit
(Fe203), magnetit (Fe304), mullit (~AleSi»013), maghemit (y-Fe;03), anhydrit (CaSO4), dolomit
(CaMg(CO03)2), albit (NaAlSiz0s), anortit (CaAl;Si»0s), kalcit (CaCO3), K-zivce (KAISiz0s), illit
((K,H30)(AlLMg,Fe)2(Si,Al)4010[(OH)2,(H20)]), ettringit, opal, kaolinit (Al.Si,Os(OH)4), periklas
(MgO), rutil (TiO), kristobalit (Si02), sadrovec (CaS0..2H20), vapenec (CaCO3), spinel (MgAl;04),
tridymit (SiOz), wollastonit (CaSiOs3), melilit ((Ca,Na):(Al,Mg,Fe2+)(Si,Al)207), skupina chloritu
((Mg,Fe)s(Si,Al)4010(OH)2.(Mg,Fe)3(OH)s) a dalSie (tab. 5, spracovana na zaklade viacerych
literarnych zdrojov, ¥ FBC+ 2 PCC - vysvetlivky ku tab. 4)
UFluidné spal'ovanie - FBC
Fluidné spal'ovanie uhlia (fluidized bed combustion) predstavuje moderny a u¢inny sposob spal'ovania.
Ohriaty prudiaci vzduch vytvara nad fluidnym roStom vrstvu, v ktorej sa vznaSaju castice jemne
rozomletého uhlia, polietavého popola a vapenca. Vo vhodne zvolenom spalovacom priestore sa vrstva
sprava ako vriaca kvapalina. Castice uhlia st obalené vzduchom a proces horenia je rychly a pomerne
I'ahko regulovatel'ny. Spalovacie teploty st v rozsahu 700 - 900 °C (www.javys.sk).
2) Spal'ovanie prdskového uhlia - PCC
Praskova technoldgia je vyraz pre technolégiu spal'ovania uhlia, ktora dokaZze spdlit palivo s vysokym
obsahom popola a vody s ucinnostou vysSou, nez maji roStové ohniskad. Do vybavenia elektrarni
vyuzivajucich praskovua technolégiu patria uhol'né mlyny drviace uhlie na praSok (odtial' nazov tejto
technolégie), ktory je potom vhanany do hordkov kotla pridom vzduchu alebo spalin, pripadne ich
zmesou (www.javys.sk). Teploty praskového spal'ovania (pulverized coal combustion) sa zvycCajne

pohybuju okolo 1400 °C (~ 2500 °C). Pri tychto teplotach sa méze mineralna hmota v uhli oxidovat,
rozloZit, roztavit, rozpadnut alebo hromadit' (Kutchko a Kim, 2006).
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Tab. 5 Mineralne fazy identifikované v polietavom popole (rozne literarne zdroje)

aulon Font et al. (2010) g/iea(}.ma Moreno et Kostakis Zl(lll(tic;:ko Koukouzas etal. Vassilev et
(2010) al. (2005) (2009) (2006) (2006) al. (2003)
Stat Belgicko  Spanielsko  Mexico Spanielsko  Grécko USA Grécko Cina  Spanielsko
Holandsko Taliansko

Holandsko

Grécko
typ elektrarne FBCY PCC2) PCC PCC PCC PPC
teplota 734 - 1400 - 500 °C
spal'ovania 870 °C 1500 °C
typ paliva U,B, K U, U/RK, HU,CU L, HU,CU, A L Cu L L CU, SA, A

B/U
pocet vzoriek 5 10 23 95 12 6
Mineraly
Silikaty
kremen X X X X X X X X X
mulit X X X X X X X
K-zZivec X X X
albit X X X
anortit X X X
plagioklas X X X
ortoklas
kaolinit X X
montmorillonit X
illit X X X X
opal X
muskovit X X
wollastonit
melilit
gehlenit X X
pyroxény X
merwinit X
Oxidy a
hydroxidy
hematit X X X X X X X
magnetit X X X X X X
vapno X X X X X X X
korund X
periklas X X
portlandit X X
rutil X
hercynit X
brownmillerit X
mayenit X
Karbonaty
kalcit X X X X X X X X
dolomit X X
siderit X
ankerit X
Sirany
anhydrit X X X X X X X
sadrovec X
Iné
Al-Si sklo X X X X X X X
ettringit X
sillimanit X
hannebachit X
CazSi04 X
bohmit X
Vysvetlivky:

HU - hnedé uhlie, CU - erne uhlie, U - uhlie, A - antracit, SA - semi-antracit, L - lignit, B - biomasa, K - kal
RK - ropny koks
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3.3.3 Potencialne toxické prvKky v polietavom popole

Koncentracia prvkov v polietavych popoloch zavisi hlavne od zloZenia uhlia, podmienok
spal'ovania a zariadeni na ochranu ovzdusia (Kukier et al., 2003). Stopové prvky, ktoré su v uhli
viazané v organickej hmote a sulfidoch, maji tendenciu vyparovat sa prvé a pocas chladenia
spalin st potom I'ahko adsorbované na jemné castice (mensie ako 10 pm v priemere), zatial' o
prvky asociované s mineralnym materidlom zostavaju koncentrované viac v matrici popola (Xu

etal., 2003).

K prvkom, u ktorych bolo pozorované sorp¢né obohatenie na velkom povrchu jemnozrnnych
Casti, patria: As, Cd, Cr, Co, Pb, Hg a Zn (Wadge et al., 1986). Vztah medzi zloZenim polietavého
popola a velkostou jeho Castic Studovali aj Martinez-Tarrazona a Spears (1996). So zniZovanim
velkosti castic sa zvySovala koncentracia As, Cu, Mo, Pb a Zn. Autori Spears a Martinez-
Tarrazona (2004) skumali detailnejSie asocidciu stopovych prvkov k povrchu castic. Vyskyt
prvkov As a Mo suvisi hlavne s povrchom, prvky Cu, Zn a Pb sud distribuované rovnomernejsie,

V, Cr a Ni maju nizsiu (30 - 20 %) a Ba a Sr minoritnu (10 %) asociaciu k povrchu ¢astic.

Sklo je faza, ktord v polietavom popole predstavuje hlavny adsorbent pre stopové prvky.
V prirodnych vulkanickych horninach je sklo pocas chemického zvetravania pomerne nestabilné
a sklo v popole moze (podobne ako vulkanické sklo) po dlhodobej expozicii viest k rozruseniu
a d'alsiemu uvolmiovaniu prvkov, ktoré su lihované do okolia (Ward a French, 2006). Skla su
schopné adsorbovat rézne prvky v roznych koncentraciach a formach. Prvky st na pevné Castice
prichytené priamo alebo tvoria na nich povlaky. Skla tvorené predovsetkym Si, Al a Fe, m6Zu byt
obohatené o potencidlne 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) st pritomné v nizsich koncentraciach vo

forme uhlicitanov, oxidov, hydroxidov a siranov (Jankowski et al., 2006, tab. 6).

Ked'Ze potencialne toxické stopové prvky si koncentrované na alebo blizko povrchu popolovych
Castic pocas spal'ovania (Querol et al., 1995), alteracia popola vplyva priamo na ich mobilitu
alebo retenciu (Fishman et al., 1999). Prvky, ktoré st adsorbované na povrchoch castic, si ovela
I'ahsie uvolnené do roztoku pocas interakcie popol - voda. Vylihovatel'nost tychto prvkov je
uzko spatd sfazami, na ktoré su viazané, podobne ako shodnotou pH adal$imi aspektami

ldhovaného prostredia (Jankowski et al., 2006).

MnozZstvo stopovych prvkov uvolnenych z polietavého popola do roztoku a miera uvolnenia,

zavisia od 3 faktorov (Eary et al., 1990):

- celkovej koncentracie prvkov v pevnych fazach,
- distribucie prvkov v Casticiach polietavého popola,

- zaclenenia prvkov do sekundarnych pevnych faz.
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Tab. 6 Stopové prvky (mg.kg1) pritomné v polietavom popole v niektorych statoch

MFA European PCC Ptolemais, UK Spanielsko

Coahuila, (Spanielsko, Grécko Spears Vassilev
PRVOK Mexiko Holandsko, Koukouzas a Martinez- etal. (2003)
(mgkg) Medina Taliansko, Grécko) etal. (2006) Tarrazona

etal. (2010) Moreno et al. (2005) (2004)

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 58-11
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 3-30 2-4 - 1,7-48
Sn 4-15 - - 4,5-13
Sr 302 131 - 4406 195 - 400 286 149 - 515
Th 25 17 - 65 8-11 - -
U 9 5-29 - - -
\% 116 154 - 514 111 -150 356 140 - 272
w - - 02-15 - -
Zn 94 70 -924 37-71 152 119 - 233
Minoritné prvky pritomné vrozpustnych fazach budd rozpustané prostrednictvom

kongruentnych rozpustacich reakcii. Prvky alkalickych zemin pritomné na povrchoch ¢astic su

na zaciatku rychlo rozpustané a prechadzaju do roztoku, ale neskor, so zvySujucou hodnotou pH

a koncentraciou prvkov, mdézu opatovne precipitovat a vytvarat sekundarne mineralne fazy,

ktoré su stabilnejSie v ramci interakcie popol - voda (Roy et al., 1984).

Vassilev et al. (2005b) skumali chemické a mineralne zlozenie frakcii polietavého popola

oddelenych na zaklade velkosti, hustoty, magnetické, nemagnetické a vodorozpustné frakcie.
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Nespalené zvySky uhlia (char concentrates) (3,3 - 3,4 %) boli zloZené z uhlika a niekolkych
anorganickych faz. Tato frakcia bola vysoko obohatend o U > S > Mn > Mo > Fe > Sb. Llahka
frakcia (< 1g.cm3, 0,4 - 0,8 %) obsahovala poréznu cenosféru a uhlik s hubovitou a vezikularnou
Struktirou, ktory bol impregnovany kalcitom, anhydritom, portlanditom a flovymi mineralmi.
Tato frakcia obsahovala vysoku koncentraciu prvkov Sb > Se > As. Vodorozpustné zvysky
(1,7 - 2,6 %) sa skladali zo sadrovca, portlanditu, Stavelanu Ca a kalcitu a boli obohatené
o vodorozpustné prvky Sb > Mo > S > Ca. V magnetickej frakcii (1,4 - 2,3 %) boli koncentrované
magnetit, hematit a spinel Zeleza a obohatena bola o Mn > Fe > Co > Cu > Ni > Zn > (Mo, Yb) >
(Lu, Tm, Y) > (Er, Ho, Mg) > Sb. Nemagnetickd hrubozrnna frakcia (> 63 um, 49 - 56 %)
obsahovala vac¢sinou hrubozrnné sklo, kremerj, kalcit a mullit. Nemagnetickd jemnozrnna frakcia
(< 63 pm, 39 - 47 %) pozostavala hlavne z jemnozrnnych skiel, kalcitu, kremena, uhlika

a mullitu.

V praci Kukier et al. (2003), v nemagnetickej frakcii polietavého popola taktieZ dominovali
krystalické minerdly kremen a mullit. Magneticka frakcia obsahovala magnetit, hematit, mensi
obsah kremetia a mullitu. Na zdklade chemickej analyzy mala magnetickd frakcia priblizne
10-nasobne vysSiu koncentraciu Zeleza a 2 aZ 4-krat vys$Siu koncentraciu Co, Ni a Mn.
Nemagneticka frakcia bola obohatena o K, Al a Ca. Rozpustnost vacSiny prvkov bola vyssia
v nemagnetickej ako v magnetickej frakcii alkalickych popolov pri porovnatel'nej hodnote pH.
Vapnik sa nachadzal najmé v nemagnetickej frakcii alkalickych polietavych popolov, ¢o viedlo

k zvySeniu hodnoty pH pufrovacej kapacity tejto frakcie.

Lu et al. (2009) taktieZ skumali magneticku frakciu polietavého popola, ktora bola zloZena
z magnetitu, hematitu, kremena a mullitu a obohatena o prvky: Fe, Mn, Cr, Cu, Cd a Pb.
V porovnani s nemagnetickou frakciou mala 5-krat vysSie koncentracie Fe a 1,6-krat vyssie
koncentracie Mn, Cr, Cu a Cd. Vyluhovatel'nost tazkych kovov s vysokym potencidlom uvol'nenia

do prostredia v acidifikovanom prostredi urcili v rade Cu > Cr > Pb > Cd.

Arzén v polietavom popole

Arzén, prvok sunikatnym postavenim ako klasicky jed, je pritomny v relativne vysokych
koncentraciach v niektorych popoloch (tab. 3 a 5) (EPRI, 1998). Koncentracie arzénu
v popolovych casticiach s priemerom mensim ako 10 um st 10- az 100-nasobne vyssie ako
v nespadlenom uhli. Zna¢ne vysoka koncentracia arzénu je v casticiach mensich ako 2,7 pm.
V popolovych casticiach triedenych na zaklade hustoty sa koncentracie arzénu pri hustote
< 2,3 g.cm3 a viac ako 2,9 g.cm3 vel'mi neliSia (Ainsworth et al., 1993). Vztahy priemernej

koncentracie arzénu v polietavom popole v zavislosti od kvality uhlia sumarizovali Eary et al.
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(1990): cierne uhlie (n = 26) priemerny obsah As 219 mgkg! (11 - 1385 mg.kg-1), hnedé uhlie
(n = 8) priemerny obsah 19,1 mg.kg! (8 - 34 mg.kg1), lignit (n=5) 54,4 mg.kg! (21 - 96 mg.kg1).

Kizilstein (2002 in Yudovich a Ketris, 2005) navrhol schému pre precipitaciu arzénu na povrchu
polietavého popola. V polietavom popole st pritomné dva typy gul'ovitych Castic (s priemernym
priemerom blizko 0,17 mm): duté (s hustotou okolo 0,60 - 0,65 g.cm3) a kompaktné s vy$Sou
hustotou. Ak povrchovy kondenzac¢ny povlak ma rovnakd hrubku na kaZdej castici (okolo
2 - 4 pm), koncentracia arzénu v dutych gulickdch musi byt vyssia kvéli ich niZsej hustote.
Vyskum polietavého popola pochadzajiceho zo spal'ovania antracitu potvrdzuje tito hypotézu:
obsah arzénu v dutych gulickach bol 90 mg.kg! av kompaktnych len 50 mgkg1. Kizilsteinov
vypocet ukazal, Ze povrchovy film obsahuje 18 % z celkového vyskytu As v gulickach.

Termodynamické modelovanie

Termodynamické vypocty uvadzajy, Ze pri spal'ovani uhlia v redukujiicom prostredi sa sulfidicky
aj arzenicnanovy As vyparuje ako As®. V oxidujicom prostredi spalin je arzén rychlo oxidovany
na stabilny As5+ aneskér kondenzovany ako As;0s. V skutocnosti sa cely proces vyrazne
komplikuje v désledku vytvarania tepelne stabilného Caz(As0Q4).. Preto, namiesto homogénnej
kondenzacie (As20s (plyn) => As;0s (tuhd latka)), prebieha heterogénna kondenzacia (As20s
(plyn) + CaO (tuha latka) => Ca3(AsO.). (tuha latka), Cize arzén sa z plynnej fazy sorbuje
chemicky na povrch polietavého popola. Tento proces je silne ovplyvneny obsahom CaO
v popole. KedZe CaO0 je Ziaruvzdorna faza, najvyssi obsah CaO bude v hrubozrnnom polietavom

popole, ktory moZe zachytit arzén zo spalin (Yudovich a Ketris, 2005).

Redlny obraz je ovplyvneny rychlost'ou chladenia spalin. Termodynamicky predpokladany vznik
Ca3(As04)2 sa moZe vyskytovat len pri pomalom chladeni spalin. Pri rychlom ochladeni sa
neustali termodynamicka rovnovaha a v takom pripade je rozdelenie arzénu v popole v sulade
s velkostou castic: jemnejSia vel'kost' Castic — vyssi obsah As. Ide o rozdelenie kvoli fyzikalnej

sorpcii, nie chemickej (Senior et al., 2000a,b).

Arzén moZe vstupovat do krysStalickej aj amorfnej (sklovitej) fazy polietavého popola. Podla
Mukhopadhyay et al. (1996), reakcia pyritu so silikatmi vedie k formovaniu sklovitych faz troch
typov: obohatené o Fe-O, Fe-Al-Si-O, Al-Si-O. 70 % pyritického As sa v polietavom popole
vyskytuje vo frakcii < 2,81 g.cm3. V polietavom popole je arzén rovnomerne distribuovany
medzi sklovitymi fazami typu Fe-O a Fe-Al-Si-O a kryStalickymi fazami, kym v popole z dna je

arzén asociovany s krystalickymi fazami Fe-O a Fe-S.
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Arzén je zachyteny zo spalin na aktivne katiénové miesta polietavého popola (Ca?* a Fe3+)
pomocou chemisorpcie, ale vyskyt a pristupnost tychto miest st spojené nielen s velkostou

frakcili, ale taktieZ s chemickym zloZenim polietavého popola (Yudovich a Ketris, 2005).

Vysledkom silnej afinity arzénu k vapniku je, Ze arzén sa v polietavych popoloch bohatych na
vapnik nachadza ako Cas(As04)2 a CazAs;07, pravdepodobne potom, o je absorbovany z plynnej
fazy ako As;03 a nasledne oxidovany z As3+ na As>+ (Mahuli et al,, 1997; Jadhav a Fan, 2001;
Sterling a Helble, 2003). Pocas spal'ovania uhlia je rozdelenie arzénu medzi plynné a pevné fazy
urcené prave interakciami arzénu v plynnej faze a Casticami popola, ktoré obsahuju vapnik.
Predpoklada sa, Ze vSetky formy vapnika pritomné v polietavom popole (napr. Ca0O, Ca;SiOs,
CaSi03,...) moZu reagovat s plynnym arzénom a zachytit' tento prvok vo vode nerozpustnych

formach menej toxického Ass+ (Sterling a Helble, 2003).

Praca Goodarzi (2006) uvadza zachytenie arzénu mineralmi obsahujicich Ca a hematitom
a vznik stabilného komplexu s vapnikom alebo zliceninu [(M2+);Fe3(As04)3(-OH)4.10H20], kde
M2+je prechodny kov.

3.4 Podmienky vylahovatel'nosti prvkov z popolov

Hodnoty pH polietavého popola st v rozmedzi od 4,5 po 12 v zavislosti od obsahu siry
v povodnom uhli (Pandey a Singh, 2010). Podl'a Stidie Ainsworth a Rai (1987) polietavé popoly
s pomerom Ca/S < 2,5 produkuji kyslé roztoky, zatial co popoly s pomerom Ca/S > 2,5 tvoria
alkalické roztoky. Hodnota pH roztoku je dolezity faktor kontrolujici typ a zloZenie
sekundarnych faz formovanych vo zvetravanych produktoch spalovania uhlia. Roztok pérovej
vody z popola md ¢asto extrémne vysoké hodnoty pH (> 10), prevazne v dosledku rozpustania
vysoko reaktivnych, malych castic CaO (< 1 pm) a dalSich oxidov alkalickych zemin, ktoré st
bezné ako povlaky na vacsich sklovitych casticiach (Dudas, 1981, Fishman et al., 1999). Pri
vysokych hodnotach pH podlieha sklo rychlemu rozpustaniu (Hay, 1966).

VysSie priemerné hodnoty pH zvetravania produktov spalovania uhlia vedu k precipitacii
aluminosilikatov s nizs§imi pomermi Si/Al ako utych aluminosilikatov, ktoré sa formované
v prirodnych prostrediach, napr. zvetravanie kremicitych sopecnych popolov v otvorenom

hydrologickom systéme (Hay a Sheppard, 1981 in Donahoe, 2004).

Podra Killingley et al. (2000), pociato¢na hodnota pH systému popol - voda zavisi od rovnovahy
medzi koncentraciou prvkov alkalickych zemin, Ca a Mg, v popoloch na jednej strane a podielu

SO; (potencidlny zdroj vytvarania kyseliny) na druhej strane.
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Povrchové naboje sorbentov su, asponl CciastoCne, zavislé od hodnoty pH. Kationy
a hydroxykatiény kovov moézu byt adsorbované na negativne nabité povrchy, kym oxyanidny
a hydroxyaniény kovov mdézu byt adsorbované na pozitivne nabité povrchy (Sposito, 1984 in
Donahoe, 2004). Zmenou hodnoty pH roztoku tak mozno ocakavat zmeny adsorpcného

spravania a rozpustnosti stopovych prvkov a nasledne aj ich mobility (Donahoe, 2004).

Jankowski et al. (2006) skumali spravanie sa As, B, Mo a Se v testoch lihovania zo 4 druhov
polietavych popolov pre hodnotenie ich potencidlu mobilizacie pocas interakcie polietavy popol
- voda. Dva druhy popolov boli kyslé a dva alkalické. VSetky 4 prvky st mobilné pod réznymi
podmienkami av roznych casoch luhovania. Hodnotené boli koncentracie tychto prvkov
v ldhovacich roztokoch s pociato¢nymi hodnotami pH 4, 7 a 10 pre postudenie vplyvu podmienok
pH na mobilitu prvkov z kyslého a alkalického popola. Najmobilnej$im zo 4 prvkov bol molybdén
z alkalického popola a bér z kyslého popola. V roztokoch v kontakte s alkalickym popolom sa
koncentracia arzénu po dosiahnuti maxima neskdr zniZovala s casom. Mobilita selénu
vykazovala podobny charakter ako arzén, s podobnymi vylihovanymi koncentraciami. Najvyssiu
mobilitu zo vSetkych prvkov mal bor. Autori potvrdili vyznam hodnoty pH ako kltcového
faktora, ktory ovplyviiuje mobilitu skimanych prvkov v danych popoloch a taktiez uvadzajuy,
Ze mozny proces zodpovedny za pokles koncentracie B, As a Se v alkalickom Idhovacom roztoku,

je vytvaranie ettringitu.

Jegadeesan et al. (2008) posudzovali mobilitu As, Cr, Pb, Fe, Cu a Zn v polietavom popole triedy
F. Prvky Fe, Pb a Cr boli mierne rozpustné vXKkyslych podmienkach a malo rozpustné
v neutralnych podmienkach. Uvolnenie arzénu bolo vysSie pri hodnotach pH < 4 a pH > 9.
Hlavnua dlohu v mobilite kovov mali oxidy Fe. Lihovanie vac¢siny kationov kovov, ako je Pb, Cu
aNi, je niZzSie vzhl'adom k alkalickej povahe polietavého popola (Kim, 2006). Velmi silné
alkalické podmienky (pH > 10) moéZu vyvolat uvolnenie tychto prvkov Kkvoli
desorpcno/rozpustacim reakciam (Al-Abed et al,, 2007; Van der Hoek et al., 1994).

3.5 Chemické a mineralne zloZenie Cerstvého a pochovaného popola

na lokalite Zemianske Kostol'any

Zakladné fyzikalno-chemické charakteristiky jednej reprezentativnej vzorky cerstvého popola
pochadzajucej z Povodného odkaliska (vzorka ¢. 1) aStyroch vzoriek pochovanych popolov
(vzorka €. 2, 3, 4 a 5) uvadzaju tab. 7 a tab. 8. Z hlavnych prvkov majui najvacsie zastipenie Si, Fe,
Ca, Al a Mg (Veselska et al,, 2013). Hodnota CEC je vyrazne nizsia vo vzorke Cerstvého popola.

Zaujimava je hodnota merného povrchu (S4), ktory je najvacsi vo vzorke Cerstvého popola a tiez
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vo vzorke pochovaného popola €. 5. V Cerstvom popole dominuje piescita frakcia 0,1 - 2 mm
(51,46 hm. %), kym v pochovanych popoloch prevlada prachovita frakcia 0,01 - 0,05 mm
(26,83 - 38,26 hm. %). Na zaklade zrnitostného klasifikacného trojuholnika patria antropogénne
sedimenty medzi piesocnaté a hlinito-pieso¢naté druhy pdéd, s nizkym az strednym obsahom

organického uhlika a st stredne alkalického charakteru.

Tab. 7 Fyzikalno-chemické charakteristiky vzoriek cerstvého popola (vzorka ¢. 1) a pochovanych
popolov (vzorky ¢. 2, 3, 4, 5)

vz. 1 vzZ.2 vz.3 VZ. 4 vzZ.5
Hibka odberu (cm) 0-30 > 40 > 40 70 - 100 > 40
pH (H20) 8,17 8,26 8,31 8,02 7,93
pH (KCI) 8,29 7,55 7,55 7,50 7,34
CEC (cmol+kg?) 7,58 18,29 14,74 16,43 26,79
Sa(m2.g1) 20,18 7,21 8,66 8,58 16,33
CaCO3 (hm. %) 0,95 2,24 2,39 2,38 6,81
Cox (%) 1,60 1,08 1,14 0,77 1,01
< 0,002 mm (hm. %) 0,35 0,58 0,76 0,53 1,72
< 0,01lmm (hm. %) 2,51 15,96 11,04 8,54 15,46
0,01-0,05 mm (hm. %) 37,81 38,26 34,53 26,83 34,74
0,05-0,1mm (hm. %) 8,23 19,14 18,86 18,70 18,24
0,1-2 mm (hm. %) 51,46 26,64 35,57 45,93 30,55
Podny druh Ip2 lhb lhb Ip2 lhb

alp - piesoCnat3, blh - hlinito-piesocnata

Zo stopovych prvkov su na zaklade Zakona ¢. 220/2004 Z. z. pre polnohospodarsku pédu nad
limitnou koncentraciou detekované As, Hg a Cu, avSak koncentracie arzénu su viacnasobne
vyssie ako koncentracie ostatnych stopovych prvkov. Na zaklade zrnitostného zloZenia vzoriek
je limitna koncentracia arzénu pre dany pédny druh 10 mg.kg!, pricom vo vybranych vzorkach
sa jeho celkovy obsah pohybuje od 714,00 po 1264,00 mg.kg-l. Mierne prekroCenie limitu pre
danu zrnitostnu skupinu je vo vSetkych vzorkach aj v pripade Cu (30 mg.kg1). Limit pre ortut

(0,15 mg.kg1) je prekroceny vo vSetkych vzorkach pochovaného popola.

Pri urCovani celkovych chemickych a fyzikalnych vlastnosti popola si doélezité hlavne jeho
jemnejSie Castice, ktoré maju velky merny povrch a kontroluju tak celkovi adsorpénu kapacitu
(Openshaw et al,, 1992). Porovnanim celkovych koncentracii niektorych stopovych prvkov
v troch réznych zrnitostnych frakciach (< 1 mm, < 63 um, < 25 um) cerstvého a pochovaného
popola sa potvrdila dolezita vlastnost jemnejSich castic viazat tieto prvky prostrednictvom
svojho vel'kého povrchu (tab. 9). Oproti inym stopovym prvkom v popole, sa arzén vyznacuje

silnym obohatenim (5 aZ 10x) v najjemnejSich frakcidch (< 10 um) (Smith, 1980). Danu

35



Petkova & Jurkovi¢ & Vojtkova © 2016

skutoCnost’ potvrdzuju aj analyzy popolov z lokality Zemianske Kostolany (tab. 8), kde bol
pozorovany jednoznacny trend narastu koncentracie arzénu so zmensSovanim velkosti castic
popola. ZvySovanie koncentracie prvku so zmensovanim velkosti ¢astic je pozorované aj u Co
a Cu, v pripade Ni a Mn len vo vzorke cerstvého popola a pri Pb a Hg vo vzorke pochovaného
popola. Obsah Sb je najvyssi v1l mm frakcii. Podla Spearsa (2004 in Spears a Martinez-
Tarrazona, 2004) maji vyznamny vztah k povrchu popolovych ¢astic aj U, Tl, Se, Ge a v menSej
miere Ga. ZvySovanie obsahu As, Cu, Mo, Pb aZn so zmenSovanim velkosti Castic uvadzaja

Martinez-Tarrazona a Spears (1996).

v

Tab. 8 Komplexna chemicka analyza vzoriek cerstvého popola (vzorka ¢. 1) a pochovanych
popolov (vzorky ¢. 2, 3, 4, 5) na zaklade ICP-ES/ICP-MS. Zvyraznené hodnoty - prekrocenie limitnej
koncentracie daného prvku podl'a Zakona 220/2004 Z. z. pre poI'nohospodarsku podu

vz. 1 vz. 2 vz.3 vz. 4 VZ.5
Hibka odberu (cm) 0-30 > 40 > 40 70-100 > 40
Prvok det. limit
Fe 0,01 3,88 3,38 3,93 4,63 3,22
Al 0,01 2,89 2,94 3,24 3,66 2,84
Ca 0,01 2,69 3,58 3,72 3,60 4,65
o Na 0,01 0,11 0,10 0,10 0,13 0,07
GE" K 0,01 0,35 0,26 0,31 0,38 0,24
= Mg 0,01 0,64 0,65 0,76 0,76 0,73
S 0,05 0,20 <0,50 0,06 0,08 0,08
Ti 0,001 0,12 0,15 0,15 0,15 0,11
P 0,001 0,07 0,07 0,07 0,07 0,06
As 5 714 1264 1134 1090 1047
Cu 0,5 34,3 35,8 42,5 48,3 30,2
Pb 0,5 10,2 8,6 6,9 8,8 11,7
Zn 5 47 42 30 43 43
Ni 0,5 26,3 22,6 21,5 30,5 22,9
Co 0,5 9,1 8,7 8,5 10,4 8,6
Mn 5 707 600 637 626 535
Mo 0,5 5,6 4,1 51 6,0 3,1
4] 0,5 4,2 57 4,8 5,2 3,8
Hg 0,05 0,08 0,38 1,02 0,87 3,62
:‘P‘n Cr 0,5 22,80 20,80 22,40 25,90 20,00
e Ba 5 307 346 384 404 533
B Sb 0,5 11,7 1,2 0,9 6,4 12,5
Cd 0,5 <0,50 <0,50 <0,50 <0,50 <0,50
Th 0,5 5,00 6,30 6,40 6,00 5,20
Sr 5 168 228 210 257 183
Bi 0,5 <0,50 <0,50 <0,50 <0,50 <0,50
\Y 10 92 88 95 94 73
La 0,5 16,00 20,00 17,40 18,30 16,20
w 0,5 3,50 4,70 3,90 3,20 2,30
Sc 0,5 8,50 8,30 8,40 9,70 8,30
Ga 5 8,00 7,00 9,00 8,00 7,00
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Tab. 9 Hodnoty merného povrchu (Sia) a celkové obsahy niektorych potencidlne toxickych
stopovych prvkov vo vzorke cerstvého a pochovaného popola

Celkové obsahy (mg.kg1)

Vzorka Frakcia Sa(m2.g1)
As Sb Mn Ni Co Cu Pb Hg

1 mm 20,18 714 11,7 707 263 91 343 102 0,08

Cerstvy popol 63 pm 4,48 1157 20 999 287 11,0 343 6,0 <0,05
25 um 4,74 1859 3,1 1275 379 13,1 419 88 <0,05

1 mm 8,58 1090 6,4 626 30,5 104 483 838 0,87

P ";l(‘)‘l’)‘(’)"’l‘“y 63 um 7,95 1296 18 670 31,7 113 443 73 1,19
25 um 9,77 1562 2,2 627 30,2 11,5 51,1 9,0 1,62

3.5.1 Mineralne zloZenie cerstvého a pochovaného popola

Z kvantitativnej XRD analyzy vyplyva, Ze vo vicSine vybranych vzoriek st hlavnou zlozkou
amorfné resp. slabokrystalické mineralne fazy (tab. 10). Na zaklade mikroskopického Studia
a mikrosondovych analyz su tieto fazy tvorené prevazne amorfnymi sklami s variabilnym
chemickym zloZenim, ¢o sa zhoduje s vysledkami mnohych autorov (napr. Dai et al., 2010).
Do tejto skupiny mozno tiez zaradit nespalené zvysky uhlia, ako aj amorfné oxyhydroxidy Fe.
V pripade vzoriek popola zmieSanych s p6dou sa na amorfnom zvySku podielaju aj ilové

mineraly.

Tab. 10 Kvantitativne zastipenie hlavnych mineralnych faz vo vzorkach (hm. %), vzorka ¢. 1 -
cerstvy popol, vzorka €. 2, 3,4 a 5 - pochovany popol

vz.1 vz. 2 vz.3 vZ. 4 vz.5
Frakcia 25% 1* 25 1 25 1 25 1 25 1
Albit 2,10 4,40 1,10 13,50 2,40 7,00 - - 0,40 8,60
Anortit - - - - - - 8,30 12,9 - -
Kalcit 2,10 1,30 50,6 1,20 3,10 210 1,70 - 12,1 4,60
Kremen 4,20 3,50 490 470 3,40 430 320 590 260 5,80
Magnetit 1,10 - 0,60 - - - 1,20 - - -
Mullit 44,00 1,20 0,70 080 2,10 1,10 1,10 - 0,00 -
Hematit 3,10 1,20 2,00 1,00 2,20 080 2,70 090 0,80 -
Kristobalit - - 1,00 4,00 - - - - 0,40 -
Pyrit - 0,00 - - - - - - - -
Perovskit - - - - - - - - - 0,30
Montmorillonit - - 0,10 - - - - - - -
Rutil - - - - 0,20 - - - - -
Muskovit - - - - - - - - - 3,10
Zvysok 43,3 884 390 748 86,7 846 816 804 837 776
z 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

25* — frakcia pod 25 um
1* - frakcia pod 1 mm
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Mullit (Al>(Al28Sii2)O09) patri medzi najbeZnejSie mineralne fazy v popoloch a vznika
vysokoteplotnou premenou ilovych mineralov, hlavne kaolinitu (Hansen et al.,, 1981; Spears,
2000; Dai et al,, 2010), v menSej miere sl'id, Zivcov a d'alSich aluminosilikatov pri teplotach nad
1000 °C (Vassilev a Vassileva, 1996). Mullit krystalizuje z taveniny, priCom vytvara siet’ krystalov
pod povrchom sklovitého materialu (Hulett et al., 1980; Hansen et al., 1981; Dudas a Warren,
1987). Vznik mullitu pri teplote vyssej ako 1200 °C suvisi s nadbytkom Al,03/Si0O; v Al-Si sklach
(Font et al., 2010). Najvyssi obsah mullitu sa nachadza v ¢erstvom popole, kde dosahuje az

44 hm. % (vo frakcii pod 25 pm). V pochovanom popole je jeho obsah do 2,10 hm. %.

Pomerne hojnym mineralom v popoloch je kalcit (CaCO3). Najvyssie zastipenie ma vo vzorkach
pochovaného popola vo frakcii pod 25 ym (az do 50,6 hm. %). Karbonaty prestavuju
v elektrarenskych popoloch vicSinou primarne atercidrne mineraly, zriedka vystupuju ako
sekundarne produkty autigénnych mineralov a organickej hmoty v uhli (Vassilev a Vassileva,
1996). So zvysSujucou sa teplotou méZe byt kalcit premeneny na svoje polymorfné modifikacie
aragonit a vaterit. Pri teplote okolo 900 °C sa kalcit rozkladd a vytvara CaO, ktory obycajne
reaguje s oxidmi Si a Mg a vznikaju Ca-Mg silikaty (Liu et al., 2005), pripadne mo6ze Ca pri
vysokych teplotach reagovat s aluminosilikatmi za vzniku anortitu, alebo inych Zivcov
(Koukouzas et al,, 2009). Aj ked’ je teplota spal'ovania kalcitu vyssia ako teplota rozkladu tohto
mineraly, ¢ast primarneho Kkalcitu je pritomna vo vacésine publikovanych vzoriek popolov po
spal'ovani uhlia. D6vodom je fakt, Ze v pripade vacsich Castic kalcitu dochadza v strede krystalov

k nizSiemu narastu teploty (Liu et al., 2005).

Beznymi mineralmi v skimanych popoloch su Zivce (priemer 6,1 hm. %), vo vicSine vzoriek
tvorené albitom ((NaoosCaoe2)(Al1,02Si29808)), pripadne anortitom (NagosCaoesAl195Si2,050s).
Povod Zivcov (teplota tavenia 1118 - 1553 °C) moZe byt primarny, ale tieZ sekundarny a vznikat
mozu z pevnej fazy reakciou medzi aluminosilikitmi a uvolnenymi oxidmi Ca, K a Na pocas

spal'ovania (Vassilev a Vassileva, 1996).

Kremen (Si02) je pritomny tak v cerstvom ako aj v pochovanom popole. Kremen
v elektrarenskych popoloch je povazovany dominantne za primarny mineral, pretoZe jeho
teplota tavenia je 1713 °C (Dai et al., 2010). Kremen sice z tohto dévodu nepodlieha procesom
spal'ovania a niektoré castice kremeiia opustaju kotol v nezmenenej mineralnej forme (Hansen
et al, 1981), ale pri teplote 573 °C podstupuje zmenu faz a-kremen/B-kremern, ¢im sa menia
vel'kosti jednotlivych zfn (Scheetz, 2004; Ward a French, 2006). Tento tvrdy mineral sa Casto
vyskytuje od hranatych (roztrieStenych) az po zaoblené zrnka (Ward, 2002). Vyskytovat sa
mozZe tieZ ako bunka alebo pérova vypln v organickej hmote uhlia, o poukazuje na autigeneticky
proces precipitacie (Sykes a Lindqvist, 1993). Vznik sekundarneho kremera suvisi s premenou

ilovych mineralov, slid azivcov pri teplotich nad 900 °C (Vassilev a Vassileva, 1996).
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Vysokoteplotna modifikacia SiO; - kristobalit, bol identifikovany vo vzorkach €. 2 a 5. P6vod
kristobalitu v popolovych vzorkdch méze byt primarny i sekundarny, ktory byva vysledkom
kryStalizacie organicky viazaného a amorfného kremena, rekryStalizacie opalu (SiO..nH»0),
chalcedéonu (SiO;), ilovych mineralov a dalSich silikatovych minerdlov v uhli (Vassilev

a Vassileva, 1996).

Hoci sa vdanych popoloch nachadza aj magnetit (Fez04), jeho mnoZstva sii pomerne nizke.
Magnetit sa v uhli prili§ nevyskytuje, jeho pritomnost v popole je vysledkom premeny inych

mineralov Zeleza pocas spalovania uhlia, predovsetkym pyritu (Kukier et al., 2003).

Sucastou tychto popolov je taktiez hematit (Fe;03) (do 3,1 hm. %), pricom opat plati, Ze
kvantitativne viac hematitu je v jemnejSej frakcii. Vyskyt hematitu v uhli je vo vSeobecnosti
vzacny, povazuje sa skor za sekundarny mineral a jeho vznik suvisi najcastejSie s oxidaciou
pyritu (FeS:) a markazitu (FeS), alebo s dekarbonizaciou karbonatov Fe (Koukouzas et al,,
2009). Pocas spalovania uhlia je pyrit premienany na hematit pri teplote 815 °C (Liu et al,,
2005). Hematit mdze vznikat' aj zo Zeleza, ktoré je viazané urcitym spdsobom s organickou

hmotou (Vassilev et al.,, 1995; Li et al., 2007).

V akcesorickych mnozstvach sa v popoloch vyskytuje aj perovskit (CaTiOs), rutil (TiO2)
a montmorillonit ((Na,Ca)oz(Al,Mg)2Si4010(OH)2.n(H20)). Rutil (teplota tavenia 1827 °C) patri
medzi ziaruvzdorné mineraly ajeho pévod je prevazne primarny. Sekundarny pévod rutilu
moze byt vysledkom Kkrystalizacie z taveniny, polymorfnej premeny anatasu (TiOz) a brookitu
(TiOz) alebo oxidacie organicky kombinovaného Ti (Vassilev a Vassileva, 1996). Okrem
spominanych hlavnych faz boli v popoloch na zaklade XRD analyzy identifikované tiez ilmenit

(Fe(TiO3)), maghemit (Fe;03), pyrotit (Fe;Sg) a pyrit (FeSz).

3.5.2 Elektronova mikroanalyza amorfnych skiel

Pritomnost a zastipenie mineralnych faz identifikovanych XRD analyzou boli potvrdené aj
mikroskopiou a naslednou elektrénovou analyzou. KedZe najhojnejSie zastipenou zlozkou
v elektrarenskych popoloch si amorfné aluminosilikatové skla (obr. 8a,b,c,d), detailnejsie bola

Studovana variabilita ich chemického zloZenia.

Pomerné zastipenie Fe;03, Al;03 SiO; a Ca0 v meranych oxidoch Fe a aluminosilikatoch je
znazornené na obr. 9. Okrem niekol’kych analyz prislichajicich kremenu, kristobalitu, hematitu
amagnetitu (obr. 8e) je z grafu (obr. 9) zrejma vyrazna variabilita v zloZeni pritomnych

amorfnych skiel.

Obsah SiO; v tychto fazach je v rozmedzi od 10,97 hm. % do 94,69 hm. %, Al;03 od 1,61 hm. %
do 38,67 hm. %, Fe;03 od 0,31 hm. % do 59,66 hm. % a CaO do 37,63 hm. % (tab. 11). Castou
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zloZkou aluminosilikatovych skiel su tiez MgO, Na;0, K;O aTiO,. Zo skupiny potencidlne
toxickych prvkov vstupuje do tychto skiel i As;03 (do 2,28 hm. %).

Aluminosilikatové skla vznikaju v popole - podobne ako mullit, ¢i kristobalit, transformaciou
ilovych mineralov a zZivcov pocas spal'ovania pri teplote v rozmedzi 900 - 1300 °C (Vassilev
a Vassileva, 1996). Podl'a prace Medina et al. (2010) su amorfné skla z chemického hladiska
tvorené hlavne oxidmi Si, Al, Fe aCa. Amorfné aluminosilikaty a oxyhydroxidy Fe patria
k sekundarnym fazam s najvacsim potencialom limitovat mobilitu stopovych prvkov v popoloch

po spal'ovani uhlia (EPRI, 2006).

Obr. 8 SnimKy v spitne rozptylenych elektréonoch (BSE): a, b, ¢, d - aluminosilikatové skla, poradie
prvkov zodpoveda ich pomernému zastipeniu v jednotlivych zrnach, e - magnetit, f - nespaleny
zvySok uhlia obaleny jemnozrnnou zmesou silikatov (Petkova et al., 2011)
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Tab. 11 Reprezentativne elektronové mikroanalyzy aluminosilikatovych skiel z popolovych
vzoriek (n = 37, hodnoty v hm. %)

NaZO SiOz A1203 MgO P205 KzO CaO Ti02 F8203 MnO ASzOs 2

priemer 0,73 4864 1887 2,73 015 1,28 1085 099 950 0,21 0,20 94,42
median 0,31 46,09 1883 2,09 012 0,79 730 048 6,32 0,07 0,10 97,60
min. 003 1097 161 0,00 000 005 016 000 031 0,00 0,00 7441
max. 6,67 94,69 3867 1034 0,74 6,83 37,63 912 5966 2,05 2,28 1008
25%-til 0,16 34,26 1361 089 005 031 130 0,21 1,95 0,01 0,05 92,74
75%-til 0,55 59,68 2594 410 019 1,63 1931 091 1145 0,21 0,13 99,37

Okrem amorfnych skiel, ktoré su identifikované ako hlavna faza nestca As v zrnach meratel'nych
elektronovou mikrosondou, sa tento prvok viaze tiezZ na nespalené zvysky uhlia (do 0,5 hm. %)
(obr. 8f). Prioritnil vazbu As na aluminosilikatové skla a nespalené zvysky uhlia potvrdili tiez
autori Bolanz et al. (2012) v detailnej $tudii zameranej na geochémiu, Speciaciu a distribuciu
arzénu v Cerstvych popolovych vzorkich z Pévodného odkaliska. Cerstvy popol obsahoval
1000 - 1400 mg.kg! As a pozostaval hlavne z vezikuldrnych a kompaktnych skiel, ktoré tvorili
86,29 % z popola a obsahovali v priemere 0,13 hm. % As,0s. Sféroidné skla tvorili 2,53 % popola
s obsahom 1,35 hm. % As;0s a nespalené castice uhlia tvorili 7,76 % s 0,10 hm. % As;0s
s kalcitovymi zilami (0,27 %) s 1,60 hm. % As;0s. Kremen, plagioklas a slabokrystalicky mullit
tvorili 3,15 % popola s 0,01 hm. % As0s.
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Obr. 9 Chemické zloZenie popolovych ¢astic (vynesené hodnoty st bodové mikrosondové analyzy)
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3.5.3 Pevné fazy obohatené o arzén

Na stadium faz obohatenych o As vo frakcii pod 25 pum bola pouzitid transmisna elektrénova
mikroskopia s EDS. Po detailnom preskimani popolovych vzoriek bolo zistené, Ze As sa viaze
dominantne na Castice tvorené prvkami Al, Si, Ca a Fe (obr. 10a, c), v mensej miere na Castice
tvorené Fe a Ca. Tieto nanocastice vytvaraju agregaty nepravidelného tvaru s rozmermi od 300
nm do niekol'ko pum. V casticiach s pravidelnym (napr. gul'ovitym) tvarom (obr. 10b) nebola
namerand pritomnost As. Na zaklade elektréonovej difrakcie je mozné povedat, Ze Cast tychto
Castic je krystalicka, nie je vSak jasné, i ide o proces sorpcie As na povrch Castic, alebo je As

viazany priamo v Strukture tychto faz (Petkova et al,, 2011).
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Obr. 10 Snimky (TEM) agregatov nanocastic obsahujucich As a zodpovedajice EDS analyzy

Veselska et al. (2013) vo svojej Studii taktiez uvadzaji aluminosilikatové skla obohatené o Ca
a Fe za dominantné primarne hostitel'ské fazy arzénu, pretoZe su najhojnejSie zastipenou
skupinou v popolovom materiali. Dutinkovité, nepravidelné a gul'ovité Castice s dominantnym

obsahom SiO; (86 obj. %) prevazujd nad ¢asticami, ktoré obsahuju hlavne CaO a FeOx. Vysledky
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kyslej extrakcie so stavelanom aménnym naznacuju, Ze oxohydroxidy Si, Al a Fe (napr. alofan
aimogolit) mozu predstavovat sekunddrne hostitel'ské fazy nestabilnych foriem As.
Z pochovanych popolov bolo uvol'nenych v priemere az 77,87 % arzénu a Statisticky vyznamné
kladné korelacie boli zistené medzi uvolnenym As - Si (r = 0,94, p < 0,0001), As - Al (r = 0,88,
p<0,0001) aAs-Fe (r=0,58,p <0,0001) (Veselska et al., 2013). V praci Bolanz et al. (2012) ma
arzén vysoku afinitu k skldm tvorenych materidlom obohatenym o Ca. Podl'a autorov dochadza
pocas spalovania uhlia k zacleneniu As do skiel obohatenych o Ca. Na odkalisku sa vytvaraju

arzeni¢nany Ca a su pomaly nahradené kalcitom so sprievodnym uvol'nenim As.

Hiller et al. (2009) sa taktiez zaoberali Stidiom faz s vysokym obsahom As v materiali
popolového odkaliska. V odkaliskovych sedimentoch pozorovali dominanciu sklovitych
materialov, organickej hmoty a mullitu. Vyrazna korelacia medzi Fe a As naznacuje, Ze podstatna
Cast’ As je viazana na oxidy Fe. Autori detekovali aj oblasti (hotspoty) s vysokou koncentraciou
As, ale s neimerne nizkym obsahom Fe. Aj ked’ vyskyt takychto miest bol pomerne vzacny, mézZu

viazat vacsinu As v odkaliskovom materiali. Povod tychto hotspotov zostava zatial neznamy.

3.6 Mineralogia pochovanych popolov v neporusenych vzorkach

V skimanych vzorkach sa mikroskopickym pozorovanim identifikovali 3 zény: p6dny substrat,
popolové zhluky a prechodna zdna na rozhrani pddy a popola, ktora je medzi popolovou vrstvou
a podou vacsinou tenka (obr. 11) a v niektorych pripadoch nebola pritomna. P6dny substrat je
tvoreny podnym skeletom a matrixom. P6dny skelet je zloZeny z kremena, K-Zivcov, plagioklasu,
albitu, apatitu, kalcitu, sl'dd (muskovit), dolomitu a ortopyroxénu (obr. 11). Matrix pozostava z

organickej hmoty, ilovych minerélov (illit, chlorit) a oxidov Fe (ilmenit, magnetit).

Obr. 11 Snimka vybrusu
neporusenej podno-
popolovej vzorky v spitne
rozptylenych elektrénoch
(BSE) s prechodnou zénou
medzi podou a popolom
(pouzité skratky: Chl- chlorit,
Dol- dolomit, Il- illit, IIm-
ilmenit, Mag- magnetit, Ms-
: : W, v muskovit, Opx- ortopyroxén,
500 D Bl [}  Pl- plagioklas, Qtz- kremeri)
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Popolova vrstva pozostava hlavne z amorfnych Al-Si skiel a oxidov Fe, v ktorych sa vyskytuje
zataveny plagioklas, magnetit ailmenit. Oxidy Fe boli pozorované vo forme gulovitych zfn.
Pritomné boli aj zvySky nespaleného uhlia. Prechodni zoéna obsahuje zmieSany material
z pddneho substratu a popolového materialu. Elektronovou mikroanalyzou bolo pozorované
chemické zlozenie pédneho substratu, popolového materidlu aj prechodnej zény. Na zaklade
orientacnej EDS analyzy sa zistilo, Ze v samotnom pddnom substrate arzén nie je pritomny ¢i uz
vo forme sekundarnych minerdlov alebo na povrchu mineralnych faz a zloziek podneho
substratu. Analyzy potvrdili prednostni vazbu arzénu na fazy tvorené hlavne Si, Al, Ca a Fe,
v ktorych sa obsah As;03 pohyboval do 2,6 hm. %. Priklad zfn s najvy$$im obsahom As
znazoriiuje obr. 12. Vynesené hodnoty Fe;03; Al:03, SiO; CaO aAs;03 vmeranych

aluminosilikatovych sklach a oxidoch Fe vyjadruje obr. 13.

Obr. 12 Snimky zin v spitne rozptylenych elektrénoch (BSE) v popolovom materiali s najvys$$im
obsahom As, poradie prvkov zodpoveda ich pomernému zastipeniu v jednotlivych zrnach, a) 1,44
hm. % As, b) 2,32 hm. % As, c¢) 1,97 hm. % As
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Obr. 13 Distribicia arzénu v casticiach Al-Si skiel a oxidov Fe v popolovom materialy na zaklade
mikrosondovych analyz. Farebna $kala vyjadruje obsah Fe;03; avelkost kruhov je $kialou pre
obsah As;03
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Obsah SiO; v tychto fazach je v rozmedzi od 0,07 hm. % do 80,17 hm. %, Al,03 od 0,02 hm. % do
35,82 hm. %, Fe203 0d 0,12 hm. % do 97,55 hm. % a CaO od 0,32 hm. % do 48,90 hm. % (tab. 12).
V niekol’kych pripadoch bol vysoky obsah As zisteny v zrnach tvorenych hlavne MnO a Fe;03
(obr. 12a).

Tab. 12 Reprezentativne elektronové mikroanalyzy aluminosilikatovych skiel a oxidov Fe
v popolovom materiali (n = 63, hm. %)

Nazo SiOz A1203 MgO P205 KzO CaO TiOz Fe203 MnO A5203 2

priemer 0,34 3694 1496 230 286 1,14 1086 1,44 19,30 1,08 0,27 91,92
median 025 39,02 13,78 188 012 047 538 047 851 010 0,13 98,50
minimum 0,00 0,07 0,02 001 000 000 032 000 012 0,00 0,00 4797
maximum 1,69 80,17 3582 10,27 38,65 11,83 4890 14,12 97,55 2839 2,60 1099
25%-til 0,06 2672 929 093 008 016 160 027 376 005 008 7999
75%-til 048 49,59 21,02 3,13 029 142 1760 097 2450 035 024 1013

Chemické zloZenie tmelu ailovych minerdlov (p6dneho matrixu) v prechodnej zéne uvadza
tab. 13. Hoci stidium tmelového materialu potvrdilo pritomnost arzénu, jeho obsahy boli

pomerne nizke a pohybovali sa do 0,43 hm. % As;0s.

Tab. 13 Reprezentativne elektronové mikroanalyzy tmelu a ilovych mineralov v prechodnej zone
(n=8,hm. %)

Na;0 SiO:z A0z MgO P05 K0 Ca0 TiO:; Fe:03 MnO As;03 >
priemer 0,16 4186 1529 184 499 151 769 048 1535 016 022 89,77
median 0,15 47,11 1837 19 059 1,76 149 051 642 0,06 020 91,39
minimum 0,06 3,34 1,21 0,79 005 007 089 006 1,87 0,0 0,06 79,70
maximum 0,30 59,58 22,33 299 36,76 2,50 48,64 0,74 4565 052 043 9611
25%-til 0,07 34,34 977 098 008 078 146 038 3,63 0,02 008 8461
75%-til 0,26 53,62 2083 245 088 226 371 063 3068 032 038 9388

Vysledky mineralogického stddia neporuSenych vzoriek nepotvrdili migraciu As z hladiska
vazby na mineraly v pddnom substrate. Aj napriek vplyvu vonkajSich podmienok prostredia
(zrazky) zostava As sucastou hlavne popolového materidlu. Uvolneny As je pritomny v tenkej
prechodnej zmieSanej vrstve medzi podou a popolom, kde bol identifikovany v tmeli, ktory
tvoria ilové mineraly a oxidy Fe. Vysledky koreluju s pracou Bolanz et al. (2012), kde autori
uvadzaju, Ze v pochovanych popoloch v tychto pdédach je ¢ast As zadrZana na uZ existujucich
alebo novovytvorenych oxidoch Fe ailoch. Hoci st koncentracie As v hmote tvorenej slabo
krystalickymi i{lmi a oxidmi Fe pomerne nizke (0,05 hm. % As;0s), hmota (matrix) je

vSadepritomna a jej podiel je pomerne vysoky.
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4. DIVERZITA BAKTERIi V POCHOVANYCH ELEKTRARENSKYCH

POPOLOCH NA LOKALITE ZEMIANSKE KOSTOLANY

Prezitie mikroorganizmov v znecistenych pddach zavisi od wvnutornych biochemickych
a Struktirnych vlastnosti, fyziologickej alebo genetickej adaptacii, vratane morfologickych zmien
buniek, ako aj od zmeny Speciacie kovov (Ehrlich, 1997; Piotrowska-Seget et al., 2005). Pri
vysokych obsahoch biopristupnych foriem taZzkych kovov dochadza k vymiznutiu druhov
citlivych na tazké kovy, Co je pravdepodobne zodpovedné za pokles mikrobialnej aktivity,
a konkurencné zvyhodnenie druhov tolerantnejsich k tazkym kovom vedie k zmene zloZenia
spoloCenstva a k zvySeniu tolerancie spolocenstva ku kovom. Rychlost vyvoja tolerancie zavisi
od kovu spoésobujiceho selekény tlak a taktiez Ci je kov pridany do pddy v malych davkach
postupne alebo jednorazovo velkou davkou a ¢i ide o kombinaciu kovov (Diaz-Ravifia a Baath,
1996). Diaz-Ravifia a Bdath (1996) pozorovali dva rézne u€inky na bakterialnu aktivitu pridanim
Zn do pody: pociato¢ny inhibi¢ny ucinok pravdepodobne spdsobeny smrtou baktérii citlivych na
Zn v dosledku toxicity kovu a stimulacny tcinok na rychlost rastu prezitych, tolerantnejsich
baktérii v dosledku zvysSenej dostupnosti substratu, ktory pochadzal z mftvych buniek. Nazory
na negativne ucinky tazkych kovov na diverzitu mikroorganizmov v pédach kontaminovanych
tazkymi kovmi sa liSia. Niektori autori poukazuju na nepriaznivy vplyv kovov na rast,
morfolégiu a biochemické aktivity mikroorganizmov, ¢o vedie k zniZeniu biomasy a diverzity
(Kandeler et al., 1996; Roane a Kelloqq, 1996; Wenderoth a Reber, 1999; Sandaa et al., 1999;
Miiller et al., 2001; Moffett et al., 2006; Wang et al.,, 2007; Thavamani et al., 2012), iné Stadie
uvadzaju nielen vysoku diverzitu mikroorganizmov (Filali et al, 2000; Konstantinidis et al,,
2003), ale Ze okrem adaptacie povodnych organizmov novym podmienkam prostredia, pod nimi
aj ,prekvitali“ (Haq a Shakoori, 2000; Roane a Pepper, 2000). Niektoré prace nezistili dostato¢ne
vyznamné zmeny v mikrobiologickej charakteristike kontaminovanych p6d (Pennanen et al,
1998). V kazdom pripade, vacsina prac potvrdzuje zmenu Struktiry mikrobialneho spoloCenstva
v pritomnosti taZkych kovov a inych kontaminantov (Kozdréj a van Elsas, 2001; Ellis et al., 2003;

Turpeinen et al., 2004; Frey et al., 2006; Valverde et al,, 2011).

Diverzita baktérii v predmetnych antropogénnych sedimentoch sa realizovala na Siestich
reprezentativnych vzorkach z lokality Zemianske Kostolany. Zakladné fyzikalno-chemické
charakteristiky pédno-popolovych vzoriek si uvedené v tab. 14 a 15. Podl'a zrnitostného
zloZenia patria vzorky k pieso¢nato-hlinitému, hlinitému a prachovito-hlinitému druhu pody.
Vac¢$ina vzoriek mala podla hodnotenia Curlika a Surinu (1998) stredny obsah organického
uhlika (TOC), okrem vzorky ¢. 2, ktorda mala vysoky obsah TOC (1,8 hm. %) a vzorky €. 1 s vel'mi
vysokym obsahom TOC (3,54 hm. %). Vzorky boli neutralneho aZ slabo alkalického charakteru.
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Tab. 14 Fyzikalno-chemické charakteristiky reprezentativnych vzoriek urcenych pre
mikrobiologické stidium a biolihovacie experimenty

vz. 1 vz. 2 vz.3 vZ. 4 vzZ.5 VZ. 6
Hibka odberu (cm) 0-15 0-15 0-15 0-15 15-30 0-15
Charakter vzorky poda poda pb6da+popol  pdda popol  pdda+popol
pH (Hz0) 6,90 7,16 7,23 7,19 7,51 7,67
pH (KCI) 6,65 6,56 6,86 7,15 6,99 7,14
EC (H20) pS.cm1 493,5 458,0 541,0 796,0 446,0 386,0
EC (KCI) mS.cm! 54,5 69,4 75,3 72,0 73,7 77,7
TC (%)* 4,85 2,55 2,28 1,80 2,45 2,67
TOC (%)** 3,54 1,80 1,30 1,41 1,38 1,42
TIC (%)*** 1,31 0,75 0,98 0,39 1,07 1,25
COz2 (%) **** 4,80 2,75 3,59 1,43 3,92 4,58
CaCO3(%)**r** 10,91 6,25 8,17 3,25 8,92 10,41
2-0,05 mm (%) 62,68 32,08 43,80 36,36 39,96 51,28
0,05-0,002 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 5,78
Podny druh sp2 shb shb sshe sshe sp?
*TC - celkovy obsah uhlika asp — piesocnato-hlinita
**TOC - obsah organického uhlika bsh - hlinita
*#*TIC - obsah anorganického uhlika ¢ssh - prachovito-hlinita

*#*¥%C0O2 - obsah karbonatového uhlika
*Hk*CaC03 - % CaCOs podl'a obsahu karb. uhlika

Tab. 15 Komplexna chemicka analyza reprezentativnych vzoriek urcenych pre mikrobiologické
studium a pilotné biolihovacie experimenty na zaklade ICP-ES/ICP-MS (zvyraznené hodnoty
znamenaju prekrocenie limitnej koncentracie daného prvku podla Zakona 220/2004 Z. z. pre
pol'nohospodarsku podu)

vz. 1 VZ.2 vz.3 vVZ. 4 VZ.5 VZ.6

Hibka odberu (cm) 0-15 0-15 0-15 0-15 15-30 0-15
Prvok det. limit

Fe 0,01 2,79 2,19 2,18 2,47 3,23 2,15

Al 0,01 2,09 2,01 1,72 2,19 2,69 1,72

Ca 0,01 2,97 0,85 1,88 1,18 2,22 2,34

Na 0,01 0,05 0,02 0,03 0,03 0,06 0,04

X K 0,01 0,23 0,23 0,19 0,26 0,29 0,20

Mg 0,01 0,46 0,40 0,69 0,50 0,61 0,62

S 0,05 0,06 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

Ti 0,001 0,06 0,04 0,06 0,05 0,09 0,06

p 0,001 0,42 0,11 0,11 0,09 0,08 0,07

As 5 264 93 193 230 634 377

_ Cu 0,5 38,20 16,50 17,70 19,30 26,80 18,70

& Pb 0,5 9,00 16,30 15,40 16,70 13,00 13,70

A 5 182 75 70 63 47 45

Ni 0,5 21,70 20,60 20,40 23,00 25,60 18,10

Co 0,5 8,10 9,60 9,60 10,10 11,20 9,10
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Pokracovanie tab. 15

vz. 1 vz. 2 vz.3 VZ. 4 VZ.5 VZ. 6
Hibka odberu (cm) 0-15 0-15 0-15 0-15 15-30 0-15
Prvok det. limit
Mn 5 470 568 614 635 633 526
Mo 0,5 3,10 0,70 1,10 1,20 3,10 1,20
4] 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 1,67
Cr 0,5 21,60 23,40 20,40 26,50 25,80 20,90
Ba 5 199 146 162 189 296 273
Sb 0,5 <0,5 0,60 0,80 0,70 0,80 0,70
Cd 0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
o Th 0,5 2,20 4,30 4,30 4,90 5,70 5,00
f’o Sr 5 96,00 32,00 51,00 50,00 114,00 77,00
E Bi 0,5 0,60 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
\% 10 51 40 41 46 66 45
La 0,5 14,20 19,90 19,20 22,10 20,40 17,40
w 0,5 1,50 <0,5 0,60 0,70 1,60 0,90
Sc 0,5 4,60 5,40 5,40 5,90 7,50 5,20
Tl 0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
Ga 5 5,00 6,00 5,00 7,00 8,00 5,00
Se 2 <2 <2 <2 <2 <2 <2
Ag 0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5

Vo vSetkych reprezentativnych vzorkach bola mnohonasobne prekrocena limitna koncentracia
arzénu (25 mgkg!) podla Zakona 220/2004 Z.z. o ochrane a vyuZivani pol'nohospodarskych
pod (tab. 16). Najvy$si obsah As (634 mgkg?) bol analyzovany v hibke 15 - 30 cm, ktora
predstavuje uz vrstvu s pochovanym popolom. Vysoky obsah As (377 mg.kg 1) bol zisteny taktiez
vo vrchnom horizonte (0 - 15 cm) polnohospodarsky vyuzivanej pody, na ktorej sa pestuje

jacmen siaty (Hordeum vulgare) a repka olejna (Brassica napus).

Tab. 16 Limitné koncentracie pre arzén v pddach (mg.kg1) v niektorych Statoch

Slovensko Holandsko Kanada
Zakon Rozhodnutie GVSRSe CSQGf
¢.220/2004 Z. z. ¢.531/1994-540
Ab Be Cd
252 29 30 50 29 12

alimitnd koncentrdcia pre piesocnato-hlinitu a hlinitd zrnitostnt skupinu

b referencnd hodnota - poda nie je kontaminovand, ak je koncentracia prvku pod touto hodnotou, ak
dosahuje, resp. prekracuje tuto hodnotu, obsah prvku je vyssi ako su fonové (pozadové) hodnoty pre
danu oblast, pripadne vyssie ako hodnoty medze citlivosti analytického stanovenia

c¢indikacnd hodnota - kontaminacia pod bola analyticky preukazana

dindikaénd hodnota pre asandciu - ak koncentracia prvku dosiahne tidto hodnotu, je nevyhnutné okamzite
vykonat definitivne analytické zmapovanie rozsahu poskodenia prislusného miesta a rozhodnut
0 spOsobe napravného opatrenia

e Guidelines values for Soil remediation strategies, Department of Housing and Environment, Netherlands
fCanadian Soil Quality Guidelines for the Protection of Environmental and Human Health
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Adriano (2001) uvadza, Ze priemerné obsahy arzénu v nekontaminovanych poédach su pod
10 mg.kg1. Podl'a Stidie Tamaki a Frankenberger (1992) je priemerna koncentracia As v pddach
6 mg.kg! a zvycajne v rozsahu od 0,1 do 40 mg.kg1. Z d'alSich potencialne toxickych stopovych
prvkov presahovala limitna koncentraciu v Studovanej oblasti aj ortut’ (Hgimi 0,50 mgkg?)

a zinok (Znimic 150 mg.kg1) (tab. 15).

Z reprezentativnych vzoriek antropogénnych sedimentov sa izolovalo spolu 63 morfologicky
odlisnych bakteridlnych kmeriov so Sirokou farebnou skalou (biela, biela vlaknita, biela tvrda,
biela mazlava, zIt3, ruzova, oranzova, bézova, mazl'ava, lososova, misova). Najviac izolatov sa
ziskalo pouzitim Zivného média PSA (Pseudomonas agar, HiMedia Laboratories, Mumbai, India),
ktoré je urcené pre izolovanie baktérii rodu Pseudomonas, a naznacilo tak pritomnost

dominantného rodu, ¢o bolo neskdr potvrdené PCR analyzou.

Pouzitim ARDRA analyzy, pomocou Kktorej sa izolaty roztriedili na zaklade vzajomnej
podobnosti, sa 23 vybranych PCR produktov identifikovalo 16S rRNA analyzou (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 %). Kmen Proteobacteria bol
zastupeny len jednou triedou - Gammaproteobacteria. Prevladajuca pritomnost rodu
Pseudomonas v skimanych pddno-popolovych substratoch je pravdepodobne dana dosledkom
jednoduchych poziadaviek na Ziviny, mnozZstvom zlticenin uhlika, ktoré vyuziva, jeho genetickou
a metabolickou prisposobivostou a taktiez Sirokou S$kalou stanovist, ktoré je schopny
kolonizovat' (Moore et al., 2006; Chapon et al., 2012). Viaceré prace uvadzaju, Ze gram-negativne
baktérie v kontaminovanych p6dach prevladajd nad gram-pozitivnymi organizmami, pretozZe su
viac tolerantné ku kovom (Duxbury a Bicknell, 1983; Turpeinen et al., 2004; Margesin et al,,
2011) kvoli vacsim energetickym poZiadavkam neZ gram-pozitivne baktérie (Abaye et al., 2005).
Rovnaké zistenia vyplyvaju aj z vysledkov predkladanej prace. Izolovanych gram-negativnych

druhov bolo 17 a gram-pozitivnych len 7.

Actinobacteria
8.7%

\

Bacteroidetes
8.7%

Proteohacteria Obr. 14 Relativha pocetnost
9072 bakteridlnych  kmetiov  vo
vzorkach podno-popolovych
substratov identifikovanych na

zaklade PCR analyzy

Firmicutes
21,7 %
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Obr. 15 Fylogeneticky strom baktérii izolovanych z antropogénnych sedimentov lokality
Zemianske Kostolany na zaklade porovnania 16S rRNA a ich percentuilna podobnost s druhmi
uloZenymi v databaze GenBank (www.http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
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Dominantné postavenie rodu Pseudomonas v silne znecistenych prostrediach (napr. pody
kontaminované PAU, tazkymi kovmi z tazby rud, z Cistiarenskych kalov) je mozZné najst
v pracach Abaye et al. (2005), Mathé et al. (2012), Shi et al. (2013) a mnohych dalsich.
Dominancia rodu Pseudomonas ako aj gram-negativnych druhov v skimanych vzorkach koreluje
s vysledkami prace Abaye et al. (2005), ktori sledovali zmeny v mikrobidlnom spolocenstve
ornej pody zapri¢inené dlhodobou kontaminaciou kovmi z &istiarenskych kalov. U¢inky relativne
nizkych koncentracii tazkych kovov (podobné obsahy Cu, Zn a Ni ako v pripade vzoriek
zo Zemianskych Kostolian) sposobili zniZenie poctu gram-pozitivnych baktérii. Takmer 40 rokov
po kontamindcii gram-negativne baktérie dominovali bakteridlnemu spolocenstvu v podach

kontaminovanych tazkymi kovmi.

Druhym najpocetnejsim kmeniom v kontaminovanych pédach v Zemianskych Kostol'anoch bol
kmen Firmicutes zastipeny druhmi rodu Bacillus, ktory je beZnou sucastou pody a jeho klicova
uloha spociva v produkcii extracelularnych hydrolytickych enzymov, ako st celulazy a xylanazy,
ktorymi dochadza k degradacii organickej hmoty. Taktiez je schopny vytvarat spory, ktoré
poskytuju znacnu ochranu pred nepriaznivymi podmienkami prostredia (Chapon et al,, 2012).
Rezistenciu druhu Bacillus cereus voci Zn a Cr v kontaminovanych poédach uvadza Piotrowska-
Seget et al. (2005) a Camargo et al. (2005). Mnohé prace uvadzaji prave kmen Firmicutes ako
dominantny kmen v kontaminovanych p6dach. Zaujimavé vysledky priniesla stidia Valverde et
al. (2011), v ktorej autori skumali diverzitu a Struktiru spolocenstva Kkultivovatel'nych
As-rezistentnych baktérii v pddach taktiez dlhodobo (viac ako 20 rokov) znecistenych banskou
hlusSinou z bane na volfram a cin, kde vplyvom zraZok dochadza k narastaniu obsahu arzénu vo
vacsich hibkach. Prevladajicimi As-rezistentnymi baktériami v tychto pddach boli Firmicutes
(60,6 %) (hlavne Bacillus spp.) nasledovany y-Proteobacteria (predovsSetkym Pseudomonas spp.).
Pseudomonas bol hlavnym rodom v najmenej kontaminovanej vzorke. Praca uvadza posun
smerom k prevahe gram-pozitivnych baktérii (Firmicutes) v stuvislosti s vysokou koncentraciou
arzénu v pode. Podobné zistenia uvadzaju aj Ellis et al. (2003). Rozdiely v relativnej abundancii
rozli¢nych taxonomickych skupin v pddach kontaminovanych tazkymi kovmi (hlavne Cu, Zn, Pb,
As) korelovali s obsahom kovov vo vzorkach. Obzvlast v pripade kmena Firmicutes (najma
Bacillus sp.), ktory mal vyssiu relativnu abundanciu v najviac kontaminovanych vzorkach, zatial
¢o y-Proteobacteria (hlavne Pseudomonas sp. a Xanthomonas sp.) mali zvySenu relativnu

abundanciu v najmenej kontaminovanych vzorkach.

Dominantné postavenie kmefia Firmicutes sa objavuje aj v radioaktivnych podach Cernobyluy,
kde bolo izolovanych viac ako 200 kultivovatelnych izolatov, ktoré patrili do oddeleni
Firmicutes, Actinobacteria, a-, -, y-Proteobacteria a Bacteroidetes (Chapon et al.,, 2012). Kmen

Firmicutes tvoril 65 % z kultivovatel'nych populacii s izolatmi patriacimi do rodov Bacillus,
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Brevibacillus, Cohnella, Lysinibacillus, Paenibacillus, Sporosarcina a Staphylococcus. Druhym
najviac zastipenym kmeniom bol Proteobacteria (20 % izolatov) s rodmi Burkholderia

a Pseudomonas.

Tab. 17 Diverzita baktérii v kontaminovanych p6dno-popolovych vzorkach

Identifikované izolaty podl'a 16S rRNA Vzorka

(¢islo izolatu z databazy GenBank) 1 2 3 4 5 6

Actinobacteria
KP289264 Streptomyces sp. ZK-30 100% - - - + - -
KP289278 Rhodococcus erythropolis ZK-24 100% - - + - - -

Bacteroidetes
KP289265 Chryseobacterium sp. ZK-25 100% - - - + - -
KP289266 Bacterium sp. ZK-3 100% - - + - - -

Firmicutes
KP289279 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% - - - - + -
K]541677 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%

+
]

Dva izolaty reprezentovali kmen Bacteroidetes, a to Chryseobacterium sp. a blizSie neurceny druh
Bacterium sp.. Dvoma druhmi a zaroven aj dvoma izolatmi bol zastipeny kmen Actinobacteria:
Rhodococcus erythropolis a Streptomyces sp. Kmen Actinobacteria je taktiez beznou skupinou
v pédach. V praci Margesin et al. (2011) tvorili spolu s kmeniom Proteobacteria hlavnu aktivnu

bakteridlnu zlozZku vpdédach Kkontaminovanych tazkymi kovmi. Rody Rhodococcus
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a Streptomyces boli detekované v poddach kontaminovanych nielen tazkymi kovmi, ale aj
radioaktivnymi prvkami (Chapon et al, 2012). Rhodococcus je bezny bakteridlny
mikroorganizmus, ktorého vyskyt bol dokazany vréznych typoch pdéd, antropogénnych
sedimentoch, kaloch, vsladkej i slanej vode (Finnerty, 1992; Warhurst a Fewson, 1994;
Poelarends et al., 2000). Niektoré druhy Rhodococcus st patogénne a mdZu sposobit’ celd radu
roznych infekcii a ochoreni rastlin, Zivocichov i I'udi (Prescott, 1991; Soedarmanto et al., 1998;
Morton et al,, 2001; Weinstock a Brown, 2002; Fhitri et al., 2012). Biotechnologicky vyznamnou
vlastnostou rady druhov je schopnost degradovat alifatické a polycyklické uhl'ovodiky, steroidy,
lignin, chlérované fenoly, nitrované aromatické zliceniny, niektoré pesticidy i polychlérované
bifenyly (Grund et al., 1992; Warhurst a Fewson, 1994; Bell et al., 1998; Egorova et al,, 2011).
Prikladom biotechnologickych vlastnosti tohto kmena je potvrdena schopnost biolihovania
i bioakumulacie idnov toxickych kovov, vratane radioaktivnych (Ivshina et al., 2002). Vd'aka
schopnosti degradovat' tak Siroké spektrum latok sa kmen vyuziva v bioremedia¢nych procesoch
a rastie jeho vyznam predovSetkym v oblastiach modernej environmentalnej a priemyselnej
biotechnolégie (Kurosawa et al., 2010; Song et al, 2011; Vojtkova et al., 2012; Ivshina et al,,
2013).

Mathé et al. (2012) uvadzaju druh Rhodococcus erythropolis medzi najlepsSimi baktériami
degradujucimi Siroké spektrum uhl'ovodikov (BTX, PAU) ataktiez kdruhom s najvysSou
rezistenciou voci Pb2?+, Zn2+ a Cu2+. Aerébne aktinobaktérie rodu Streptomyces su popredné
v degradacii zloZzitych organickych zlicenin (Moore et al., 2006). Niekol'ko kmeniov rodu Bacillus
a Pseudomonas boli skimané aj pre ich schopnosti zvySovat mobilitu kovov a akumulaciu Cd

rastlinou Brassica juncea (Salt et al., 1995).

Tri z 23 izolatov boli identifikované ako taZko kultivovatel'né druhy. Dva druhy patrili do kmena
Firmicutes a jeden do kmena Proteobacteria. Trinast zo Sestdesiattri pociato¢nych izolatov

(20,63 %) sa nepodarilo identifikovat'.

Identifikované kultivovatelné baktérie boli zastipené beZnymi rodmi v péde. Vo vSetkych
skimanych substratoch boli pritomné kmene Proteobacteria a Firmicutes (tab. 17). Druhy
kmena Proteobacteria tvorili dominantnu ¢ast’ vo vacSine vzoriek. Vo vzorke €. 4p s najvacSim
celkovym obsahom arzénu (Asw: = 634 mgkg1) tvoril hlavny podiel kmen Proteobacteria. Aj
napriek vysokému celkovému obsahu arzénu vo vzorkach ¢. 3 (Asw: = 193 mg.kg1) a €. 4(Astor =
230 mg.kg1), st vzorky oproti ostatnym substradtom druhovo aj kmeniovo rozmanitejsie. Sucast

ich spoloCenstva tvoria aj kmene Actinobacteria a Bacteroidetes (tab. 17).

Zaujimavym zistenim je, Ze hoci vzorka ¢. 6 predstavuje substrat odobraty z pol'nohospodarsky
vyuzivanej pddy s pravidelnym hnojenim, identifikované boli len dva druhy rodu Pseudomonas

ajeden tazko kultivovatelny druh rodu Bacillus. Naproti tomu, vzorka ¢ 5 zvadsej hibky,
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popolového charakteru as najvy$$im obsahom arzénu (Asw: = 634,00 mg.kg!) obsahovala
5 druhov identifikovanych baktérii patriacich do 2 kmenov. Pozoruhodna je vzorka ¢. 3, ktoru
tvori taktiez hlavne pochovany popol. Identifikovanych bolo 7 druhov patriacich do 4 kmenov.
Porovnanim diverzity v jednotlivych substratoch sa da konstatovat, Ze skumané vzorky
pochadzajlice znivnej terasy vyuZzivanej ako pasienok (vzorka ¢. 1, 3, 4 a 5) boli druhovo

rozmanitejSie ako vzorka z pol'nohospodarskej pody (vzorka ¢. 6).

K hlavnym faktorom, ktoré ovplyviiujud mikrobialnu diverzitu v pdde patria fyzikalno-chemické
vlastnosti pody, zrnitost, obsah organickej hmoty, druh pestovanych plodin, vegetacia a typ
vyuzitia pody (polnohospodarska pdda, liky, tropicky les, pastviny,...) (Nusslein a Tiedje, 1999;
Kozdroéj a van Elsas, 2001; McCaig et al,, 2001; Webster et al., 2002; Clegg et al., 2003; Drijber et
al,, 2000; Garbeva et al.,, 2004).

Jednym z moznych vysvetleni nizkej diverzity vo vzorke ¢. 6 je, Ze dana vzorka, bola odoberana
z pol'a, z vrchnej vrsty pody (0 - 15 cm) bez vegetacného pokryvu, po zbere pol'nohospodarskej
plodiny a Cerstvo zorana. Oranim doslo k zni¢eniu pévodného rozvrstvenia mikroorganizmov.
Vy$s$i pocet izolatov by sa pravdepodobne zistil z va¢sej hibky, ktora bola menej zasiahnuta
pol'nohospodarskymi postupmi. V praci Grantina et al. (2011) bola najvyssia diverzita
v polnohospodarskych pddach s konvenénym polnohospodarstvom zaznamenana az v hibke
30 - 35 cm. Diverzita v hibke 10 aZ 30 cm bola podobna alebo o nie¢o vy$$ia, ako v hornej vrstve
pody. Wuczkowski et al. (2003) pozorovali najvacsiu diverzitu kultivovatelnych
mikroorganizmov v hornej vrstve lesnej pody (0 - 15 cm). Tato vrstva poédneho profilu je
charakterizovana ako zdéna najvysSieho rozkladu organického materidlu. NiZSiu druhovu
diverzitu mikroorganizmov v pol'nohospodarskej péde, v porovnani napr. s lesnou podou alebo
byvalymi pol'nohospodarskymi p6dami, uvadza aj Grantina et al. (2011). Inou moZnostou nizkej
diverzity vo vzorke ¢. 6 je toxické poOsobenie pritomnej Hg, ktorej celkové koncentracie su

v danej vzorke najvyssie (Hassen et al., 1998).

Nizka druhova diverzita vo vzorke ¢. 2, ktora obsahuje relativne najmenej As (93 mg.kg1), podl'a
vSetkého suvisi taktiez so slabou vegetatnou pokryvkou vyskytujicou sa na danom mieste.
Dal$im moZnym vysvetlenim je vy$$i obsah ilovej frakcie oproti ostatnym vzorkam. NiZsiu
diverzitu baktérii v ilovitych pddach (7 kmetiov) oproti piescito-hlinitym pédam (20 kmenov)
uvadza Piotrowska-Seget et al. (2005). Rozdiel suvisel s posobenim vy3sich koncentracii tazkych

kovov (celkové obsahy aj rozpustné frakcie) v ilovitej pode.

Zvysledkov PCR analyzy sa nedad presne povedat, ¢i zistend Struktira bakteridlneho
spolocenstva je vysledkom dlhodobého po6sobenia arzénu v pddach aci doSlo krozvinutiu
rezistencie pritomnych druhov voci arzénu ak potlaceniu citlivejSich druhov. Aj ked’, ako

uvadzaji mnohé prace (napr. Cai et al, 2009), dlhodoba kontaminacia pdd arzénom
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pravdepodobne viedla k rozvoju rezistentnych druhov. Jednou z moZnych alternativ je, Ze
celkova vyslednd Struktira spoloCenstva baktérii suvisi pravdepodobne aj s nizkou biologickou
dostupnostou As v danych podach, ktora bola zistend nielen stanovenim vodorozpustného
podielu As v danych p6édach (menej ako 4 hm. %), ale aj na zaklade jednokrokovej extrakcie
s roztokom 1M NH4NO3 pre urcenie I'ahko pristupnych foriem prvkov zo vzoriek pre rastliny
(0,33 hm. % uvolneného As) (Jurkovic et al., 2011). Tuto hypotézu podporuje praca Turpeinen
et al. (2004), v ktorej taktiez sledovali dlhodobti kontaminaciu pdd As, Cr a Cu z tovarne na
impregnaciu dreva. Biopristupné obsahy As v pdédach (vodorozpustna frakcia) boli podobne
nizke ako v pripade pochovanych sedimentov v Zemianskych Kostol'anoch. Z pdd odobratych
z okolia tovarne, kde bola prevadzka cca 30 rokov zrusena, boli vodorozpustné podiely As 5,1 %
resp. 8,8 %. Péda pri tovarni, ktora bola uzavreta len 2 roky pred odberom, obsahovala az 42 %
vodorozpustného podielu As. Hoci v péde s 30 ro¢nou zatazou bola diverzita As-rezistentnych
izolatov pravdepodobne kvodli nizkej biologickej dostupnosti atoxicite As nizka, celkova

diverzita baktérii bola vyssia ako v podach, kde bola vysoka rozpustnost’ a biopristupnost’ As.

MnozZstvo, biomasa alebo ¢innost’ pddnych organizmov mézu byt ovplyvnené réznymi faktormi
zivotného prostredia (napr. teplota, obsah vody, hodnota pH) a nielen vplyvom tazkych kovov.
Preto je niekedy tazké posudit vplyv kovov na mikroorganizmy kvéli problému oddelenia
toxického ucinku kovu od ostatnych faktorov zivotného prostredia (Diaz-Ravina a Baath, 1996).
Macdonald et al. (2010) uvadza, ze vyznam vplyvu faktorov na Struktiru spolocenstva baktérii
klesa v poradi pédny typ > zdroj kovu > koncentracia kovu. Chodak et al. (2013) povazuju
hodnotu pH pédy za hlavny faktor ovplyviiujuci Struktdru a aktivitu mikrobialneho
spoloCenstva. Vplyv vysokych obsahov tazkych kovov bol slabsi v porovnani sinymi
vlastnostami p6dy. Sandaa et al. (2001) skimali vplyv dlhotrvajicej kontaminacie taZkymi
kovmi z odpadovych kalov na mikrobidlne spolocenstva. Vysledky neukazali vyrazny rozdiel
v Struktire spolocenstiev porovnanim pod snizkym obsahom tazkych kovov s pdédami

s vysokym obsahom tazkych kovov.

Hoci sa pre izolaciu €o najvacSieho poctu druhov baktérii v danych substratoch pouzili
univerzalne aj selektivno-diagnostické zZivné média, mnozstvo kultivovatelnych
mikroorganizmov je menSie ako 1 % z mikroorganizmov pozorovanych pod mikroskopom
(Torsvik a @vreds, 2002). Vacsina podnych mikroorganizmov je nedetekovatel'na, pretoZe ich

poziadavky na Ziviny si bud’ nezndme alebo ich nevieme zachytit' sicasnou technikou.
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5. ENVIRONMENTALNY VYZNAM MIKROORGANIZMOV

V PROCESOCH BIOTRANSFORMACIE POTENCIALNE TOXICKYCH PRVKOV

Mikroorganizmy su v kontaminovanom prostredi vystavené pdsobeniu celej rady
kovovych i6nov, ktoré priamo ¢i nepriamo ovplyviiuju vsetky fazy ich bunkového cyklu. Toxicita
a environmentalny dopad réznych chemickych prvkov mozu byt vel'mi variabilné v zavislosti na
fyziologii mikroorganizmu, na chemicko-fyzikdlnych vlastnostiach prvku i na jeho finalnej
koncentracii v prostredi. V pripade bakteridlnych buniek sa po6sobenie kovu odliSne prejavuje
taktiez v zavislosti od rodu i druhu a suvisi i srastovou fazou bakteridlnej kultary. Miera
nebezpecenstva tazkych kovov v pode vyplyva z ich relativnej mobility a biopristupnosti, ktoré
zavisia od po6dnych charakteristik, ako je hodnota pH, mineral6gia, Struktira a obsah
organickych latok, ako aj od zdroja a mnoZstva tazkych kovov v péde (Lofts et al., 2004). Roane

et al. (2009) klasifikovali kovy do 3 skupin na zaklade ich biologickych funkcii a Géinkov:

- esencialne kovy so zndmymi biologickymi funkciami (Na, K, Mg, Ca, V, Mn, Fe, Co, Ni, Cu,
Zn, Mo, W), ktoré hraju dolezitu dlohu pri stabilizacii molekul v zadkladnych oxidac¢no-
redukcénych procesoch metabolizmu, alebo st sticastou réznych enzymov a uplatiuju sa

pri regulacii osmotickych javov,
- toxické kovy (Ag, Cd, Sn, Au, Hg, Ti, Pb, Al a metaloidy As, Ge, Sb, Se)
- neesencialne, netoxické kovy so Ziadnym znamym biologickym uc¢inkom (Rb, Cs, Sr).

Mechanizmy, ktorymi sa iény kovov viazu k bunkovym povrchom, zahfiiaja elektrostatické
interakcie, Van der Waalsove sily, kovalentna vazbu, redoxné reakcie a extracelularne zrazanie

alebo kombinaciou tychto procesov (Blanco et al., 2000).

Toxicita sa prejavuje nad urcitou hranicou koncentracie, ktora sa meni v zavislosti od typu
organizmu i od fyzikdlno-chemickych vlastnosti kovu. Toxické kovy vytvaraja s esencidlnymi
prvkami v bunkach baktérii kovalentné i i6nové vazby a moéZu sa uplatnit v ciastkovych
metabolickych procesoch. V urcitych koncentraciach vsak mézu posobit’ letdlne —-poskodzovat
bunkové membrany, menit Specifickost enzymov, viest k naruSeniu bunkovych funkcii
a vyvolavat mutacie DNA (Gadd, 1993; Adams et al., 2001). Ochiai (1997) uvadza vSeobecny
mechanizmus toxicity idnov kovov: blokovanie esenciadlnych biologickych funkénych skupin v
biomolekulach, najmd v proteinoch a enzymoch, nahradenie esencidlneho iénu kovu
v biomolekulach a pozmenenie aktivnej Struktiry biomolekul, ¢o vedie k strate Specifickej
Cinnosti. Mikroorganizmy majui voc¢i takymto kovom vyvinuté rezistencno-adaptacné
mechanizmy veduce k elimindcii ich vplyvu, napr. uzavretie permeability membran, intra(extra)-

celularna tvorba komplexnych zlicenin a enzymaticka detoxikacia vedica k zniZeniu senzitivity
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buniek vo¢i kovovym iénom. Organizmy odpovedaju na stres vyvolany tazkymi kovmi réznymi
obrannymi systémami, napr. vyluCovanim, tvorbou komplexov a syntézou adaptativnych

komplexov (metalothioneiny a chelatiny) (Rajendran et al., 2003).

Pochopenie mechanizmov rezistencie a stratégie detoxikacie na bunkovej tirovni je pre procesy
smerujuce k odstraneniu kovov kl'icové a umoziiuje SirSie praktické aplikacie mikroorganizmov
v procesoch veducich k odstraneniu toxickych kovov z prostredia (Bruins et al., 2000; McKinney,

2004).

5.1 Interakcie mikroorganizmov s potencialne toxickymi prvkami

Mikrobidlne spoloCenstva hraju délezita tlohu prostrednictvom réznych funkcii, napr. zaistuja
kolobeh mnohych prvkov v prostredi, alebo sa podiel'ajiu na humifika¢nych a mineraliza¢nych
procesoch, na vzniku a udrziavani pédnej Struktiry, na rozklade hnojiv, pesticidov a d’alSich
neZiaducich latok (Nannipieri et al., 2003). Baktérie si mikroorganizmy s vysokou adaptabilitou
na zmeny fyziologickych podmienok, a tato schopnost im umoZiuje existovat i v extrémnych
podmienkach, ktoré uz nevyhovuji inym organizmom. Pritomnost baktérii bola opakovane
preukazand v antropogénne zatazenych podach, v kyslych vodach, v technogénnych zeminach,
v sedimentoch odkalisk a lagin (Jurkovi¢ et al., 2014; Petkova et al.,, 2014; Vojtkova et al., 2014a;
Vojtkov3, 2014b; Simonovi¢ova et al., 2016).

Pritomnost tazkych kovov nepriaznivo vplyva na rast, morfolégiu a biochemické aktivity
mikroorganizmov, zniZuje mnozstvo pddnej mikrobialnej biomasy (Brookes a McGrath, 1984;
Chander et al.,, 1995), a r6zne enzymatické ¢innosti, ¢o vedie k zniZeniu funk¢nej rozmanitosti
poédneho ekosystému (Kandeler et al., 1996; Roane a Kelloqq, 1996) a zmendm v Strukttre

mikrobidlneho spolo¢enstva (Witter et al., 2000; Abaye et al., 2005; Frey et al., 2006).

Na negativne zmeny v prostredi reaguje spolocenstvo mikroorganizmov zmenou svojej
ekologickej stability - denzity aj diverzity, ktora vedie v ramci ekosystému k dekompenzacnym
procesom. Stresové faktory sa prejavuji na mikroorganizmoch deformaciami
mikromorfologickych Struktur i fyziologickych charakteristik, ¢asté si aj zmeny na ich

molekularnej trovni (Beniova, 2004; Simonovi¢ova, 2013).

Na druhej strane, pdsobenie potencialnych prvkov moéze viest k vyvoju kov-tolerantnych
arezistentnych mikrobialnych populacii (Haq a Shakoori, 2000; Roane a Pepper, 2000; Ellis et
al,, 2003; Camargo et al,, 2005).
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5.1.1 Bunkové zlozKky a procesy ovplyviiujuce mobilitu a imobilitu PTP

Spo6soby, akymi mikroorganizmy interaguju s toxickymi kovmi, su vel'mi roznorodé (obr. 16).
Mechanizmus odstraniovania kovov, ktory je zavisly od metabolizmu, zahfna precipitaciu kovov
ako sulfidy, komplexaciu sideroférmi a dal$imi metabolitmi, sekvestraciu kov-viazucimi
proteinmi a peptidmi, transportom na intracelularne casti (White et al, 1995). K dalSim
mechanizmom, ktoré maju mikroorganizmy vyvinuté ako odpoved na pritomnost tazkych
kovov patri: transport cez bunkovii membranu, biosorpcia na bunkovd stenu, zachytenie
v extracelularnych kapsulach, precipitiacia a oxidacno-redukéné reakcie (Avery a Tobin, 1993;
Brady et al,, 1994; Brady a Duncan, 1994; Vegli6 et al., 1997; Veglié a Beolchini, 1997; Malik,
2004).

Bunkova membrina/periplazmaticky priestor
Adsorpcia/ionova vymena
Redoxneé reakcie/premeny
Precipitacia
Difiizia a transport (viok, vytok)

Vnitrobunkové prostredie Bunkovs stena
Metalotioneiny
v- glutamyl peptidy
Nespecifické viazanie/Sekvestracia
Organely
Redoxné reakcie/Premeny

Adsorpcia/ionova vymena a
kovalentné viazanie
Zachytenie Casticami
Redoxné reakcie
Precipitacia

=

Litky spojené s bunkou
(polysacharidy, kapsuly)
Extracelulirne reakcie _ lonova vymena
Casticové zachytenie
Nespecifické viazanie
Precipitacia

Precipitacia s vyla¢enymi produktami
(Stavel'any, sulfidy)
Komplexacia a chelatacia
Siderofory

Obr. 16 Schéma znazornuje procesy prispievajice k mikrobidalnemu prijmu a detoxikacii toxickych
kovov. Lokalizacia niektorych procesov (najmd enzymové a redoxné reakcie) je neista
a predpokladané umiestnenia st naznacené. Tie sa mozu liSit medzi skupinami, kmenimi a druhmi
prokaryotickych a eukaryotickych organizmov (Gadd aWhite, 1993).

Bunkova stena je prva cast bunky, ktora prichddza do kontaktu s iénmi kovov v roztoku. Jej
zédkladnymi stavebnymi sucastami sd peptidoglykan (murein) a teichoovd kyselina
u grampozitivnych baktérii, u gramnegativnych buniek taktieZ fosfolipidy, lipoproteiny

a lipopolysacharidy (obr. 17).
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Obr. 17 Rozdiely v stavbe bunkovej steny u grampozitivnhych a gramnegativnych baktérii (Biology
Forums Gallery, www. biology-forums.com)

Primarne interakcie, ktoré prebiehaji medzi kovovymi i6nmi a bunkami baktérii, su
podmienené ucastou funkcnych skupin, predovsetkym karboxylovych skupin -COO- a -COOH,
aminoskupiny -NH;, tiolovej (sulfhydrylovej) skupiny -SH, fosfatovej skupiny -(P04)3-
a hydroxylovej skupiny -OH. Fosfatové, karboxylové a hydroxylové funkéné skupiny kyselin
a proteinov pritomnych v bunkovej stene maju zasadnu ulohu, pretoZze umoziuji vazbu kovu
réznymi mechanizmami, predovSetkym iénovou vymenou alebo tvorbou kovaletnych vézeb. Ich
pomer moze byt vyrazne ovplyvneny pritomnostou katiénov v okolitom prostredi, ktoré moze
dobre reprezentovat nutricné (kultivacné) médium. S tymto pomerom suvisi pevnost vazieb
kovov na bunkovy povrch i sposob prijmu kovu bunkou. Mnohé kovy, napr. Fe, Zn, Cu, Pb, Hg, U
sa vel'mi rychlo viazu na stavebné sucasti bunkovych stien, v r6znej miere v zavislosti od druhu
kovu. Pokial' st vroztoku pritomné viac ako dva kovy, katién, ktory vytvara najstabilnejsi
komplex s polymérom, je prednostne viazany, pricom ostatné katiény zostavaju v roztoku

(Volesky a Holan, 1995; Volesky, 2007).

Experimentalnym spésobom bolo dokazané, Ze aminoskupiny a karboxylové skupiny, pritomné
v bunkovej stene, zohravaju vyznamnu ulohu pri biosorpcii kovovych iénov Pb, Cd a Cu
biomasou mikromycét na rozdiel od fosfatovych skupin a lipidovych frakcii (Kapoor
a Viraraghavan, 1995). Aktivita funkénych skupin v procesoch biosorpcie je vSak rozdielna.
V suvislosti s bakterialnou eliminaciou kovov z odpadovych véd z procesov textilného farbenia
bola potvrdend primarna uloha aminoskupiny -NH: pri vdzbe iénov kovov, karboxylové

a fosfatové funkéné skupiny tento proces inhibovali (Han a Yun, 2007).
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Kovy méZu byt uloZené na povrchu alebo vo vnutri struktdry bunkovej steny pred interakciou
s cytoplazmatickym materidlom alebo inymi bunkovymi ¢astami (Gadd, 1990). Prijem kovov
bunkovou stenou je zalozeny na dvoch mechanizmoch: prijem riadeny funkénymi skupinami
(napr. fosforecnanmi). Druhy mechanizmus prijmu vychddza z fyzikalno-chemickych
anorganickych interakcii usmerfiovany adsorpénymi javmi. Mechanizmus odstranovania
radionuklidov vyplyva z kombinacie oboch procesov, kym pre tazké kovy je doleZity prvy
mechanizmus (Kapoor a Viraraghavan, 1995). Tiez bunkové steny mikroskopickych hub
obsahuju chitin a chitosan, ktoré su schopné sekvestrovat/zadrzat iény kovov (Muzzarelli,

1979; Tsezos, 1983).

Kapsuly alebo tenké vrstvy su délezitymi mikrobidlnymi zlozkami z hl'adiska viazania kovov.
Melaniny predstavujd tmavo-hnedé alebo ¢ierne pigmenty a nachadzat sa mézu na bunkovych
stenach alebo su ich sdcastou, napriklad v podobe zin (Bell a Wheeler, 1986). Tieto zlozky
obsahuju rozne funkcéné skupiny, ktoré poskytuju vel’ky pocet vizbovych miest pre iony kovov
(Fogarty a Tobin, 1996), a tym maju vyznamnu ulohu pri zniZovani ich koncentracii vo
vonkajSom prostredi bunky (Rizzo et al, 1992). VacSina tychto zloziek je zlozena
z polysacharidov, glykoproteinov a lipopolysacharidov, ktoré mézu byt spojené s proteinmi
(White et al, 1995). Fenolické polyméry a melaniny u mikroorganizmov obsahuju fenolové
jednotky, peptidy, sacharidy, alifatické uhl'ovodiky a mastné kyseliny a z tohto dovodu maju
mnoZstvo potencidlnych miest schopnych viazat kovy (Senesi et al., 1987; Sakaguchi a Nakajima,

1987).

Metalotioneiny, bielkoviny bohaté na cystein, si schopné izolovat a nasledne akumulovat’ i6ny
kovov. Tieto malé polypeptidy viazu esencidlne kovy ako Cu a Zn, podobne ako neesencialne
kovy (Cd) (White et al.,, 1995). Prvy krat boli popisané v roku 1957 ako hlavné proteiny viaZzuce
kadmium v extrakte z kdrovej vrstvy oblic¢iek komia (Margoshes a Vallee, 1957). Ide o proteiny
s nizkou molekulovou hmotnostou, ktoré obsahuji zna¢né mnozstvo cysteinovych zvyskov
a maju vysoku afinitu ku kovovym i6énom. Metalothioneiny boli postupne izolované z d’alSich
organizmov vratane cicavcov, kvasiniek, rias a hab (Butt a Ecker, 1987). TaktiezZ v bunkach
Cloveka bolo preukdzanych najmenej 16 génov pre metalothioneiny, ktoré si exprimované
najcastejSie v 'udskej peceni, oblickach, ¢revach, slinivke a mozgu (Coyle et al., 2002; Robinson
et al, 2001). Metalothioneiny, ktoré bunky produkuji, mozu mat hned niekolko funkcii:
zaistuju detoxikaciu nadbytku kovovych i6nov (napr. Zn?+, Cu?* a Cd?*), m6Zu akumulovat
nadbytocné kovové iény (ktoré moézu byt mobilizované v podmienkach s limitujicou
koncentraciou danych prvkov), méZu mat funkciu kovovych chaperénov, ktoré dodavaju do
proteinov esencidlny kov, pripadne mézu mat funkciu antioxidantov, ktoré vychytavaju

kyslikové radikaly (Palmiter, 1998). V sucasnej dobe st metalothioneiny rozdelené s ohl'adom
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na primarnu Struktiru do troch zakladnych tried: metalothioneiny cicavcov (trieda MT-I),
bakteridlne formy metalothioneinov (trieda MT-II) a metalothioneiny rastlin (trieda MT-III)
(Zelena et al., 2004). Pre vSetky metalothioneiny je charakteristicky nielen vysoky obsah
aminokyseliny cysteinu, ale i vdzba kovovych iénov pomocou thiolatov a tvorba cysteinyl-
thiolatovych klastrov s charakteristickym priestorovym usporiadanim (Vodickova et al., 2001).
Napriklad sa zistilo, Ze metalothioneiny pseudomonad (P. putida KT2440 a P. aeruginosa), ktoré
boli identifikované na zdklade sekvenovania ich gen6ému, obsahuji v priemere ovela dlhsie
retazce aminokyselin neZ u inych baktérii, co m6ze zohrat vyznamu tlohu prave pri vazbe iébnov
kovov (Robinson et al., 2001). Priklad: jedna molekula pseudomonadového metalothioneinu je
schopna viazat 3 - 4 atomy zinku oproti methalothioneinu z baktérie E. coli, ktory viaze len
jeden atéom zinku (Blindauer et al., 2001); u pseudomonad vSak nebol doposial’ identifikovany
ziadny regulacny protein (Canovas et al., 2003). V rastlinach je ich tvorba indukovana réznymi
stresovymi faktormi, ako su tazké kovy, tepelny Sok, rastlinné hormoény a poranenie. Tvorba
tychto bielkovin v baktéridch sa vyuziva pre zvySenie zadrziavania kovov mikroorganizmami
a biotechnologicky sa aplikuje pri odstraniovani tazkych kovov z odpadovych a podzemnych vod
(Demnerova a Mackova, 2006). Prikladom ich posobenia je sprostredkovanie Cu-rezistencie

v Saccharomyces cerevisiae (Fogel et al., 1988).

Sideroféry su nizkomolekularne koordinac¢né zluceniny Fe (III), ktoré su extrahované
mikroorganizmami, najmd baktériami a hubami, pre akumulaciu Zeleza z prostredia v Fe-
limitujacich podmienkach. Hoci su sideroféry a ich analdgové zloZzky Specifické pre Fe (I1I), m6zu
vytvarat komplexy aj s inymi 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).

Fytochelatiny (y-glutamyl peptidy) su kratke peptidy zucastiiujiuce sa na detoxikacii tazkych
kovov v riasach, rastlinach a niektorych hubach (Mehra a Winge, 1991; Gadd, 1993).

Korenmi rastlin a hubovymi vldknami su do pddy uvolniované Stavelany a citraty. Tieto
nizkomolekulové organické kyseliny si schopné vytvarat stabilné komplexy s mnohymi kovmi
vroztoku (White et al, 1997). Stavelan vapenaty je najcastej$ie sa vyskytujicou formou
Stavelanu v prostredi, vacSinou ako dihydrat (weddellit) alebo stabilnejSi monohydrat
(whewellit) (Gadd, 1999). Krystaly stavelanu vapenatého su zvycajne spojené s vol'ne Zijucimi,
patogénnymi arastlinnymi symbiotickymi hubami a vznikaji precipitaciou rozpusteného
vapnika (Gadd, 1999; Gharieb et al., 1998). Vytvorenie Stavelanu vadpenatého ma vyznamny
vplyv na biogeochemické procesy v pode, pretoZe posobi ako zasobdaren vapnika a ovplyviiuje
pristupnost fosforecnanov. Huby mézu produkovat d’alSie Stavelany s radom réznych kovov
a kov-viazucich mineralov, napr. Cd, Co, Cu, Mn, Sr a Zn (White et al., 1997; Gadd, 1999; Sayer et

al,, 1999). Kyselina stavel'ova pdsobi zaroven aj ako cinidlo pre lihovanie tychto kovov, ktoré
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vytvaraju rozpustné Stavel'anové komplexy, hlavne Al a Fe, Li, Mn (Strasser et al., 1994). Mnohé

citraty kovov si vysoko mobilné a pomerne tazko degradovatel'né (Francis et al., 1992).

Sulfat-redukujiice baktérie majui nenahraditelni funkciu v kolobehu siry v prirode
apredstavuju  skupinu chemoorganotrofnych, striktne anaerébnych, gramnegativnych
anesporotvornych (okrem rodu Desulfotomaculum) baktérii. Charakteristickd je pre ne
schopnost vyuZivat pri anaerébnych respira¢nych pochodoch ako akceptory elektrénov sirany,
ktoré redukuju na sulfidy, a vzh'adom na tito skuto¢nost sa proces nazyva bakteridlna redukcia
siranov (Castro et al., 2000). Donorom elektrénov méze byt plynny vodik (autotrofna siranova

redukcia):

2 EYRIB
4H2 + SO4_ - HzS+2H20 +20H_

alebo organicky substrat (heterotrofna siramipva redukcia):

% E/RIB
2 CH;CHOHCOO™ + SO}~ ~— 2 CHsCO0~ + 2 HCO; + HyS™

Sulfat-redukujice baktérie tak produkuju zratné mnozstvo sirovodika, ktory vo vodnom

prostredi l'ahko reaguje s kationmi tazkych kovizw za vzniku malo rozpustnych sulfidov:

Me?** + H,S - Me. +2H*

Prirodzené biologické aktivity sulfat-redukujicich baktérii popisané uvedenymi rovnicami je
mozné pouzit pri odstranovani tazkych kovov a aj siranov z odpadovych véd. Je to nekonvenc¢na
biologicko-chemickd metéda, ktorda sa zhladiska mechanizmu akumuldcie kovu

mikroorganizmami klasifikuje ako extraceluldrne zrazanie kovov (Luptakova a Kadukova, 2002).

Zvyseny zaujem o vyskum interakcii medzi mikroorganizmami a kovmi podporil aplikacie
v oblasti mineralnych biotechnolégii, najma moznosti znovuziskavania cennych kovov z menej
kvalitnych rad biolthovacimi procesmi s vyuzitim mikroorganizmov (Gadd, 1993; Gomes et al.,
1993; Cervantes et al., 1994; Khoo a Ting, 2001; KuSnierova a FecCko, 2001; Tsuruta, 2004;
Vojtkova et al.,, 2012).

5.1.2 Bunkové procesy vyuzivané v remediacii kontaminovaného prostredia

Mechanizmy, ktorymi mikroorganizmy Uc¢inne menia Speciaciu (polo)kovov a tym ovplyviiuja
ich mobilitu, st sicastou prirodnych biogeochemickych cyklov a st potencidlom pre in situ a ex
situ bioremediacné procesy tuhych a tekutych odpadov (Gadd, 2000). Bioremedia¢né schopnosti
prirodzeného potencidlu mikroorganizmov spésobuji transformdciu, mineralizaciu alebo

komplexaciu environmentalnych polutantov (obr. 18) (Bollag et al., 2005).
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INTERAKCIE KOV-MIKROB
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Obr. 18 Interakcie medzi kovom (M) a mikrébom ovplyviiujiice bioremediaciu (Tabak et al. 2005)

Schopnost preZivat v podmienkach kontaminacie je u mikroorganizmov zaistena zakladnymi

mechanizmami:

- chelatacia prvkov a ich vdzba na proteiny,

- zmena pH, ktora podporuje vymenu iénov,

- imobilizacia, ktora vedie k vytvoreniu stabilnejSich foriem,

- biodegradacia organickych komplexov kovov a radionuklidov,
- biometylacia, biovolatilizacia,

- biosorpcia cez funkéné skupiny na povrchu buniek,

- bioakumulacia a bioprecipitacia.

Z hl'adiska sp6sobu akumulacie kovov mikroorganizmami sa rozliSuje 5 hlavnych mechanizmov

(Borovec, 1989):

- vazba kovu k povrchu bunky (biosorpcia),

- intracelularna (vnutrobunkova) akumulacia,

- volatilizacia (vyparovanie),

- extracelularna (mimobunkova) akumulacia, ktort predchadza tvorba komplexov kovov,
- extracelularne (mimobunkové) zraZanie kovov.

Biotransformadcia byva Casto sucastou stratégie mikroorganizmov prezit v Zivotnom prostredi
nepriaznivé podmienky (pritomnost taZzkych kovov). Biosorpcia a bioprecipitacia st vacsinou

aplikované v ex situ procesoch.
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Biosorpcia

Mnozstvo fyzikalno-chemickych a biologickych mechanizmov urcuje odstrafiovanie toxickych
kovov, polokovov a radionuklidov z kontaminovanych odpadov (Frankovska et al, 2010).
Fyzikalno-chemické mechanizmy odstranovania v environmentalnych biotechnolégiach, ktoré
mozu byt oznacCené vSeobecnym terminom ,biosorpcia“, zahriiaju fyzikalnu adsorpciu, iébnovu
vymenu, tvorbu chelatov, koordinacné a kovalentné viazanie, mikroprecipitaciu, zachytenie
a pravdepodobne dochadza aj k oxidaénym a redukénym reakcidm (Strandberg et al,, 1981;
Tobin et al., 1990; White et al.,, 1995; Luptakova a Kadukova, 2002). Sposito (1984) definoval
sorpciu ako akumulaciu rozpustenych latok na rozhrani medzi vodnou fazou roztoku a pevnou
fazou. Ina definicia uvadza biosorpciu ako nepriamu fyzikdlno-chemicku interakciu, ktora sa
moze vyskytovat medzi formami kovu/radionuklidmi a bunkovymi zlic¢eninami biologickych
druhov (Shumate a Strandberg, 1985). Biomasa je schopna viazat a koncentrovat rozne latky
z vodnych roztokov, a to predovsetkym bunkovym povrchom. Biomasa v tomto pripade zohrava
ulohu adsorbentu (biosorbentu), teda materialu, na ktorom dochadza k vazbe toxickych latok.

Latky, ktoré sa v procese biosorpcie viazu na sorbent, sa oznacuji ako adsorbat (sorbat).

Uvedené procesy vazby toxickych prvkov mézZu byt spajané s mftvou i Zivou biomasou. Na
biosorpciu v zivych bunkach p6sobi metabolizmus priamo alebo nepriamo (Tobin et al., 1990).
Prijem taZkych kovov biomasou moZe prebiehat aktivne (v zavislosti od metabolickej aktivity)
znamej ako bioakumulicia alebo pasivne (sorpcia alebo komplexadcia) oznaCovana ako
biosorpcia (Kapoor a Viraraghavan, 1995). Prijem kovu odumretymi bunkami prebieha
pasivnym sposobom, kym Zivé bunky vyuZivaju oba spdsoby. Pre izolaciu a imobilizaciu
kovovych prvkov sa za vyhodnejsie javi pouZitie neZivej biomasy, pretoZe bolo dokazané, ze jej
efektivita nie je podmienena rezistenciou organizmu voci toxickym uc¢inkom kovov a polokovov
(Volesky, 2003). Biosorp¢na kapacita biomasy moZe byt ovplyvnend rozsahom fyzikalnych
a chemickych dprav. Imobilizovana biomasa udrziava biosorpcné vlastnosti a ma mnoZstvo

vyhod pre rozne aplikacie (Tobin et al., 1994).

Fyzikalno-chemické mechanizmy biosorpcie zavisia od existencie réznych vonkajsich faktorov,
typu kovu, jeho iénovej formy v roztoku a od typu aktivnych vazbovych miest na povrchu bunky
(Luptakova a Kadukovd, 2002). K hlavnhym chemickym skupindm v biomase, ktoré su schopné
podielat sa nabiosorpcii, patria elektronegativne skupiny ako sd hydroxylové alebo
sulfhydrylové skupiny, aniénové skupiny ako je karboxylova alebo fosfore¢nanové skupiny

a skupiny obsahujtce dusik ako napr. amino skupiny (Tobin et al., 1990).
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Podl'a miesta, kde dochadza k odstraneniu kovu zroztoku, je biosorpcia klasifikovana ako

(Veglié a Beolchini, 1997):

1. extracelularna akumulacia/precipitacia,
2. sorpcia bunkovym povrchom/precipitacia,
3. intracelularna akumulacia.

Biosorpcia je velmi rychly, na metabolizme nezavisly proces a jeho rovnovaha je v priebehu
kinetickych experimentov spravidla dosiahnuta v priebehu niekolkych minut. Vyznamna cast
vedeckych studii zameranych na problematiku biosorpcie zvodnych roztokov, respektive
kontaminovanych p6d, sa tyka predovsetkym toxickych a potencidlne toxickych kovov. Pomerne
detailne je preskimany proces biosorpcie pre vybrané toxické kovy - Pb, Cd, Cr, Cu a Hg (Blanco
et al, 1999; Ahalya et al.,, 2003; Uslu a Tanyon, 2006); avSak v literatire sa taktiez objavuju
Stadie predstavujlce biosorpciu pri odstrafiovani organickych polutantov z kontaminovaného
prostredia (napr. biosorpcia farieb, pesticidov a fenolov) (Aksu et al., 2005; Fu a Viraraghavan,
2001). Volesky (2007) uvazuje o aplikacii biosorpcie pri izolacii, resp. purifikacii farmaceutik
a protilatok. Zaujimavym aspektom biosorpcie je jej aplikacia pri koncentracii a spiatnom
ziskavani vzacnych prvkov ako je napr. Au, Pt, Pd, Ag, U, Th, pripadne lanthanoidy (Godlewska-
Zylkiewicz, 2003; Niu a Volesky, 2003; Diniz a Volesky, 2005; Mack et al., 2007).

Sorpcia tazkych kovov biomasou mikroorganizmov bola pozorovana v réznej miere a zavisi do
znacnej miery na parametroch ako je hodnota pH, koncentracia iénov kovov a biomasy,
pritomnost ré6znych ligandov vroztoku avobmedzenej miere na teplote (Kapoor
a Viraraghavan, 1995). Aspergillus nidulans ako vhodny adsorbent pre arzén v pddach potvrdili

vo svojej Stadii Maheswari a Murugesan (2009).

Vyuzitie zastupcov rodu Pseudomonas ako modelovych biosorbentov na baze bakterialnej
biomasy pri $tddiu mechanizmu biosorpcie je pomerne Casté (tab. 18). Vac¢sinou sa k tomuto
Ucelu hl'adaju nové izolaty zo silne kontaminovanych oblasti. Doteraz bola publikovana rada
druhov, u ktorych bola experimentdlne potvrdena moZnost ich zaradenia ako tucinnych
biosorbentov so zaujimavym potencidlom pre odstranovanie tazkych kovov z roztokov, a to
predovSetkym v porovnani s biomasou vlaknitych hdb rodu Rhizopus, Mucor, Aspergillus

a Penicillium (Volesky a Holan, 1995; Tobin a Roux, 1998; Cerfiansky et al., 2007).

V roku 2003 bola publikovana stidia zaoberajica sa sorpénymi schopnostami inaktivovanej
lyofilizovanej bakterialnej biomasy kmena P. putida voci kadmiu, medi, olovu a zinku (Pardo et
al, 2003). Praca bola zamerana na stanovenie optimalnych podmienok pre idedlny priebeh
sorpcii. Pri dodrZani takych podmienok je uvadzana az 80 % ucinnost v odstraneni vSetkych

Studovanych kovov.
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Tab. 18 Prehl'ad bakterialnych kmenov Pseudomonas a ich vyuzitie v sorpcii kovov

Bakterialny kmen

Sorbované kovy

Zdroj

P. aeruginosa AT18

Cr(111), Cu(I1), Mn(II), Zn(II)

Pérez Silva et al. (2009)

P. aeruginosa

Zn (I1), Pb (I1)

Yin et al. (2014)

P. aeruginosa

Fe(0), Cr (VI), Cd (1)

Singh et al. (2013)

P. aeruginosa CA207Ni

Ni(II), Co(II)

Oyetibo etal. (2013)

P. aeruginosa

Cd (1), Cr (VI), Cu (II), Zn (I1), Co (II), Hg (II)

Hassen et al. (1998)

P. aeruginosa PU21

Hg (1)

Chang a Hong (1994)

P. fluorescens biovar I1

Fe (111), CA(II), Cu(II), Ni(II), Pb(II), Zn(II), U(IV)

Joshi-Tope et al. (1995)

Pseudomonas stutzeri KC

As(II1), Cd(ID), Cr(1V), Hg(II)

Zawadska et al. (2007)

Pseudomonas sp. Ps-6

Cr (VI), Cu (II), Ni (I1), Cd (I)

Singh et al. (2002)

Pseudomonas sp.

Li (1), Mn (I1), Zn (II), Fe (III)

Vats et al. (2011)

Pseudomonas sp.

Cr(VI), Cu(II), Cd(II), Ni(I)

Hussain et al. (2004)

Chen et al. (2006) publikovali v roku 2006 $tudiu, v ktorej sleduji biosorpénu kapacitu kmena
P. putida CZ1, ktory bol izolovany z rhizosféry kontaminovanej pddy v severnej oblasti provincie
Zhejiang v Cine. U kmeiia bola najskdr overena jeho tolerancia voéi i¢inkom kovov i vybranym
antibiotikdm, nasledne bol kmen aplikovany v procese biosorpcie medi a zinku. Kmen P. putida
CZ1 preukazal vysoku kapacitu pre adsorpciu oboch testovanych kovov, bol schopny odstranit
az 87,2 % Cu a 99,8 % Zn pocas aktivneho rastového cyklu so Specifickou biosorpcnou kapacitou
24,2 mgl! a 26,0 mgll. V priebehu biosorpénych procesov vsak bolo sledované poskodenie
povrchu niektorych buniek uz pri nizkych koncentraciach kovov v adsorbate. Vzhl'adom k tomu,
Ze uvedeny kmen preukazal rast v pritomnosti zvySenych koncentracii iénov Cu a Zn, ako aj
schopnost’ vysokej adsorpcie oboch kovov v aerébnych podmienkach, bola tato baktéria
navrhnuta pre potencidlne pouZitie v bioreaktoroch, pripadne v procesoch bioremediacie in situ

vo vodnych alebo p6dnych ekosystémoch kontaminovanych uvedenymi kovy.

Zaujimava Stadia biosorpénych experimentov na nezivej biomase rodu Pseudomonas bola
publikovana v roku 2004 (Hussain et al, 2004). V tejto praci boli popisané biosorpcné
experimenty pre iony Cr(VI), Cu(ll), Cd(I) a Ni(Il) s pouzitim réznych druhov pseudomonad
izolovanych z odpadovych véd. Pri porovnavani reakcnej kinetiky biosorpcie bola zistena
najrychlejsia vazba u Ni(Il), nasledovali iény Cd(II), Cu(ll) a Cr(VI). Dosiahnuté hodnoty
odstranenia kovov z roztokov s vyuzitim biosorpcie boli u Cr(VI) 38 % a zvySovali sa s narastom
koncentracie Cr v roztoku. Maximalne ulinnosti pre odstrdnenie Cu(Il) boli dosiahnuté
v pritomnosti Cr(VI) ako binarneho kovu v roztoku (uvadzané st hodnoty az do vysky 93 %). Pri
iénoch Cd(1I) a Ni(II) boli ziskané podobné pomery odstranenia, ktoré sa pohybovali v rozmedzi

35 - 88 %. Ich maximalne hodnoty vSak boli dosiahnuté pri oddelenej biosorpcii oboch kovov.
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Ziskané zistenia potvrdzuju uz skor publikované vysledky (Chang a Hong, 1994; Figueira et al,,
1997; Utigikar et al, 2000), ktoré potvrdzujd, Ze celkové mnozstvo adsorbovaného kovu

v systéme s vySSim poctom Kovov je niZSie, nez je v systéme s jednym kovom.

Sttdia z roku 2007 popisuje biosorpciu iénov Cr(I1I), Cu(II), Mn(II) a Zn(II) s vyuZitim baktérie
P. aeruginosa AT18 izolovanej z lokality znecCistenej ropnymi produktami a tazkymi kovmi
(Pérez et al., 2007). Vysledky ziskané v experimentalnych testoch ukazali, ze kmen AT18 ma
zaujimavé biosorp¢né schopnosti, aj ked jeho kapacita pre sorpciu Mn2+ bola hodnotena ako
nizka (22,39 mg.g-! biomasy) v porovnani so sorpciou iénov Cr3+, Cu?+ a Zn2+. NajvysSia hodnota

odstranenia bola sledovana u chrému, kde je uvadzana az 100 % acinnost pri pH 7 - 7,72.

Inou Stadiou, ktord dokazuje aktivitu kmeina P. aeruginosa pri biosorpcii kovov, je Stidia z roku
2013 (Nagashetti et al., 2013). Biosorpcia bola skimana na vzorkach pod z oblasti Durgapur,
West Bengal, ktoré boli zmieSané s roznymi koncentraciami kovov — chromom, med’'ou a zinkom
(v arovni mg.kg-1), do ktorych bol nasledne inokulovany bakteridlny kmen. Po inkubacii boli
kovy extrahované a porovnané s r6znymi Standardmi pomocou spektrofotometrickej a titracnej
metody. Experimentdlne vysledky potvrdili, Ze baktéria P. aeuruginosa odstrafiuje chrom

efektivne, ¢o mbZe byt vyuzité pri zniZovani zataze prostredia priemyselnymi odpadmi.

Zaujimavé su studie tykajtce sa biosorpcie vzacnych kovov z vodnych roztokov. Tsuruta (2004)
popisuje vysoké schopnosti biosorpcie zlata u niektorych gramnegativnych bakteridlnych
kmeniov, medzi ktorymi uvadza taktiez kmen P. aeruginosa a P. maltophilia. Prave
u bakteridlneho kmena P, maltophilia bola preukazana vysoka adsorp¢na schopnost zlata, ktora
je ovplyvnend hodnotou pH roztoku, vstupnou koncentraciou zlata a mnoZstvom
imobilizovanych bakteridlnych buniek (zlato adsorbované na imobilizovanych bunkach je potom
I'ahko desorbované 0,1 M roztokom thiomocoviny). Autor uvadza, Ze imobilizované bunky

kmena P. maltophilia m6Zu byt v biosorp¢ne-desorpcnych systémoch opakovane pouzité.

V roku 2011 bol v Cine a USA patentovany bakterialny kmefi P. alcaliphila MBR CGMCC 2318 (Li
et al,, 2011) so Sirokou schopnostou zniZovat a adsorbovat kovové a nekovové i6ny vratane
niektorych vzacnych a drahych kovov ako Au(l), Ag(l), Pd(II), Pt(0), Pt(IlI), Rh(III)
a radioaktivnych prvkov - U(IV) a Pu(IV). Predkladany patent sa tyka tieZ bioredukénych
a biosorpc¢nych schopnosti uvedeného bakteridlneho kmetia vratane moznosti jeho praktickych
aplikacii v biohutnictve pri ziskavani vzacnych kovov, pri Cisteni odpadovych vod s obsahom

kovovych iénov a pri odstranovani toxickych kovov obsiahnutych v péde a vo vode.

Biosorpcia tazkych kovov pomocou mikrobidlnych buniek bola uznana ako potencidlna
alternativa ku existujucim technolégidm, najma pre vyuZitie tazkych kovov z priemyselnych

odpadov (Kapoor a Viraraghavan, 1995). VacSina biosorp¢nych $tadii pre odstranenie kovov je
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zaloZend na vyuziti bud’ laboratérne kultivovanej biomasy mikroorganizmov alebo na vyuziti
odpadovej biomasy vytvorenej pri procesoch farmakoldgie, potravinarskeho priemyslu alebo pri
Cisteni odpadovych vod (Tsezos a Volesky, 1981; Townsley et al., 1986; Rome a Gadd, 1987;
Macaskie, 1990; Costa a Leite, 1991; Rao et al, 1993). Biosorpcia kovovych i6énov moéze
poskytnut atraktivnu alternativu k pouzivanym fyzikalno-chemickym metédam. Pri biologickom
odstraniovani iénov tazkych kovov moZe byt UspesSne aplikovana celd rada mikroorganizmov,
ako su 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; Kadukova a Horvathov3, 2012).

Bioakumuldcia

Zivé bunky akumuluju v priebehu svojho cyklu latky rézneho typu. Maji taktieZ vytvorené
obranné mechanizmy proti toxickym latkam, ktorych prijem mozu regulovat, alebo ich
hromadit a ukladat v podobe vnutrobunkovych kompartmentov tak, aby nedochadzalo

k poskodeniu fyzioldgie bunky (Alberts et al., 2003).

Bioakumulacia sa chape ako schopnost’ mikroorganizmov viazat' a nasledne ukladat' rézne latky
nielen vo vndtornom prostredi bunky, ale taktieZ na jej povrchu. Preto moZno chapat proces
bioakumulacie ako dvojfazovy proces: v prvej faze dochadza k vazbe kovu (polokovu) na povrch
bunky - tato faza je nezavislA na bunkovom metabolizme a je v podstate totoZna
s mechanizmom biosorpcie. Druhd fazu tvori aktivny, resp. pasivny prechod iénov kovov
do vnutorného prostredia bunky (Chojnacka, 2010). Po prechode do wvnutrobunkového
prostredia st iény zaclenené do prebiehajicich metabolickych a fyziologickych procesov formou
vnutrobunkovej sekvestracie (tvorbou komplexov), kompartmenticie a vnutrobunkového
transportu, rozkladnych reakcii pomocou enzymov, bunkovym vylucovanim, pripadne inych

procesov na bunkovej arovni.

V procesoch vazby chemickych latok sa uplatiiuje ziva biomasa, preto je tento dej spojeny len
so schopnostou metabolicky aktivnych buniek. Transport toxickych prvkov do bunky méze byt
sprostredkovany rovnakymi mechanizmami ako prijem esencidlnych i6nov - draslika, horcika,

sodika a d'al$ich (Ahalya et al., 2003).

Viazba potencialne toxickych prvkov do makromolekul vo vnutri buniek je sucasne efektivnym
detoxika¢nym mechanizmom vyuzivanym k zniZeniu biologickej dostupnosti daného prvku
alebo latky (Worms et al., 2006). Prikladom takejto sekvestracie méze byt chelatacia, teda vazba
molekul kovu do stabilnych komplexov. Dnes je uZ znama cela rada chelata¢nych cinidiel, ktoré

zabezpecuju tvorbu komplexov, a tym sa aktivne podiel'aju na ochrane bunky - napriklad
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aminokyseliny (prolin, cystein, histidin), ktoré moézu tvorit komplexy kovov v cytosole

(Mohapatra et al.,, 1997).

Bioakumulaény potencidl bol sledovany u bakterii rodu Pseudomonas, ktoré boli izolované
z pddnych i vodnych vzoriek odobratych zo znecistenej priemyselnej oblasti. Vysledky Studie
(Krishna et al., 2012) preukazali, Ze s narastom biomasy kmena Pseudomonas sp. Dochadza
k zvySeniu odstranenia kadmia zo vzoriek, zniZzenie kovu bolo pozorované uz v prvy den
experimentu. Stiidia uvadza, Ze najlepsie vysledky boli dosiahnuté po 74 hod. experimente, kedy
bol zisteny ubytok Cd vo vzorkach o 40 %. Vysledky potvrdili, Ze bakteridlne izolaty
z kontaminovanych ekosystémov maju potencial pre bioakumulaciu a st vhodnym kandidatom

pre vyuzitie v bioremedia¢nych procesoch.

Zaujimavu Stadiu o bioakumulacii striebra uverejnil v roku 2001 Casopis Brazilian Archives of
Biology and Technology (Ibrahim et al, 2001). Kmen Pseudomonas diminuta, pévodom
z banského prostredia v Malajzii (Ibrahim, 1993), bol kultivovany v nutri¢cnom médiu s obsahom
iénov striebra (50 mM). Zistilo sa, Ze bunky tohto kmeifia maji vysokd schopnost absorpcie
striebra uz v priebehu skorej exponencialnej fazy, a to v porovnani s adsorbovanym mnozstvom
viazaného kovu na povrchu buniek. Realizované boli taktieZ pokusy s izolaciou proteinov, ktoré
by mohli byt spojené s viazbovymi vlastnostami idnov Ag. Proteiny boli najskor extrahované
z bakteridlnych kultar zraZanim siranom amoénnym a nasledne identifikované pomocou met6édy
SDS-PAGE. Vysledky experimentu preukazali pritomnost’ Specifickych proteinov s nizkou ako aj
vysokou molekulovou hmotnostou, ktoré obsahuju striebro, a ktoré su klticové pre detoxikacné

procesy umoZznujuce preZitie baktérii v pritomnosti striebornych i6nov.

Biovolatilizacia

Transformacné procesy maju geochemickd vyznamnost, ktorou mozu menit mobilitu a toxicitu
polokovov a vyuzit' biotechnologicky potencial v bioremediacii (Lovley, 1993). Kym biosorpcia
je mechanizmus imobilizacie (polo)kovov biomasou, biovolatilizacia zvySuje ich mobilitu
v prostredi prostrednictvom enzymatickej premeny anorganickych alebo organickych zloZiek
kovov (polokovov) na ich prchavé derivaty cez intracelularnu biochemickud reakciu, ktora je
znama ako biometylacia (Cullen a Reimer, 1989; Michalke et al.,, 2000; Styblo et al., 2002).
Metylacia kovov v bunkach je prirodzeny dej, ktory moZze probiehat’ niekol'’kymi biochemickymi
procesmi. Volatilizované a hydrogenované derivaty kovov a polokovov sa ¢asto nachadzaju
v plynoch uvolfiovanych z prirodného i antropogénneho prostredia. Hlavnymi Ccinitel'mi
biovolatilizacie v prirodnom prostredi si baktérie a mikroskopické vlaknité huby. Z hl'adiska

biogeochemického cyklu ma volatilizdcia vyznamny vplyv na mobilitu a distribtciu prvkov
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v prirodnom prostredi (Gadd, 2010). Metylacia Hg, As, Se, Sn, Te a Pb méze byt sprostredkovana
radom baktérii a huib v aerébnych aj anaer6bnych podmienkach (Gadd, 2004).

Vzhl'adom k stiipajicej antropogénnej zatazi prostredia patri ortut v sucasnej dobe k najviac
sledovanym prvkom zhladiska biovolatilizacie. Biometylaciou sa zvySuje jej rozpustnost
v tukoch, a tym taktieZ jej moZnost bioakumuldacie v tkanivach ZivociSnych organizmov, vratane
Cloveka. Dnes je znama celd rada aerdébnych i anaerébnych mikroorganizmov schopnych jej
volatilizacie (Cursino et al, 2000; Takeuchi et al, 2001) a doposial publikované studie
naznacujui, Ze viac nezZ 90 % metylovanej ortuti v prirode je spojené s biologickou aktivitou
mikroorganizmov (Berman a Bartha, 1986). Napriklad metylacia ortuti sulfat-redukujicimi
a Zelezo-redukujicimi baktériami prebieha prostrednictvom metylkobalaminu (Kerin et al,,
2006), ktory poskytuje k metylacii skupinu CHs- . Uloha metylkobalaminu ako metyla¢ného

¢inidla bola preukazana taktiez pri metylacii cinu a d'alSich kovov (Mason, 2012).

Selén je pomerne l'ahko metylovanym prvkom. Mikrobidlna transformdacia anorganickych
zliCenin selénu do prchavych organickych a anorganickych derivatov je délezitym c¢lankom
v biogeochemickom cykle tohto prvku. Sicasne vSak méze predstavovat ucinny mechanizmus
pri dekontaminacii znecistenych pdd, sedimentov i véd (Thompson-Eagle et al., 1989; Karlson
a Frankenberger, 1990; Stork et al., 1999). Pri metylacii selénu sa uplatnuje metylova skupina vo
forme CHs* (ako aj pri As), pochadzajica z S-adenosyl-metioninu ¢i N-methyl-tetrahydrofolatu
(Mason, 2012). Hlavnym metabolitom metylacie selénu mikroorganizmami je dimetylselenid,
ktory je menej toxicky ako seleni¢nany a selénany a vd'aka vysokej prchavosti sa 'ahko vyluci

z bakterialnych buniek (Frankenberger a Benson, 1994).

Prehl'ad prvkov podliehajicich biovolatilizacii a ich zname formy metylovanych derivatov

v Zivotnom prostredi uvadza tab. 19 (upravené podl'a Mason, 2012).

Tab. 19 Prehl'ad prvkov podliehajucich biovolatilizacii a ich metylovanych zliicenin

Prvok Metylované zluceniny

As (CH3)4As;, (CH3)3As, (CH3)3As0, (CH3)2AsH, (CH3)AsH;, (CH3)AsO(OH)
Cd (CHs).Cd, CH3Cd*

Bi (CHs)3Bi, (CHs)2BiH, CH3BiHz, (CH3).BiH*, CH3Bi?*

Ge (CH3)3GeH, (CH3).GeHz, CH3GeHs, (CH3)2Ge?+, CH3Ge3+
Te (CH3).Te

Pb (CH3)4Pb, (CH3)3PbH

Sb (CH3)3Sb, (CH3)3SbO, (CH3)2SbH, CH3SbH,

Hg (CHs)2Hg, (CH3)Hg*, (CH3)HgH

Se (CHs)2Sez, (CH3)2Se, (CH3)2SeS, (CH3)2SeH

Sn (CH3)4Sn, (CH3)3SnH, (CH3)2SnH2, CH3SnH3

Te (CH3).Te*
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Metylacia a hydrogenacia kovov a polokovov pomocou mikroorganizmov st zname a rozsirené
procesy v prirodnom prostredi, ktoré vyraznou mierou prispievaji k ich mobilite a vo vacSine
pripadov taktiez znizZuju ich toxicitu. Uvedenych biotransformacii je schopna taktiez

mikrobiocenéza l'udskych c¢riev (Diaz-Bone a Van de Wiele, 2009).

Biovolatilizacia arzénu

Biovolatilizacia arzénu je prirodzeny proces, ktory sa vyskytuje v prirodnych a antropogénnych
prostrediach, kde si mikroorganizmy rozSirené a geochemicky reaktivne zloZky (Visoottiviseth
a Panviroj, 2001; Turpeinen et al., 2002). Cinnostou mikroorganizmov dochddza k vzniku
prchavych anorganickych aorganickych foriem arzénu (najmd arzinu, mono-, di-,
a trimetylarzinu), ktoré sa uvolniuju zo substratu (pédy, sediment) do atmosféry, kde su vel'mi
rychlo oxidované, demetylované anasledne rozptylené vzduSnymi prudmi (Craig, 2003).
Toxicita réznych foriem As sa zniZuje vrade: arzin > anorganicky arzenitan > organicky
arzenitan > anorganicky arzeni¢nan > organicky arzeni¢nan > volny arzén (Mandal a Suzuki,
2002) a zavisi od roznych faktorov ako je: skupenstvo (plyn, roztok), vel'kost castic, rychlost

adsorpcie bunkou, rychlost vylu¢ovania atd'. (Anderson a Cook, 2004).

Pocas procesu biometylacie dochiadza k premene anorganickych kovov a polokovov na
organické formy, prostrednictvom ktorych dochadza k zmene mobility, toxicity a biologickej
pristupnosti (polo)kovov. Vzniknuté organické zliceniny tak mozu byt prchavé alebo neprchavé
(zvacsa dobre rozpustné). Prchavé zliceniny sa uvolniuju z buniek a v procese biovolatilizacie su
uvolnované do atmosféry. Anorganicky arzeni¢nan alebo arzenitan sa naviazanim jednej
metylovej skupiny m6ze menit na kyseliny ako napr. kyselina monometylarzenita (MMA (1II))
alebo monometylarzeni¢na (MMA (V)) alebo prchavy monometylarzin (CHzAsHz). Ak sa naviazu
dve metylové skupiny, vznikaja kyseliny dimetylarzenita ((DMA (III)) alebo dimetylarzeni¢na
(DMA (V)) alebo prchavy dimetylarzin (CHs)2AsH. Vazbou 3 metylovych skupin vznikaju prchavé
zlicéeniny trimetylarzin oxid (TMAO) alebo trimetylarzin (CHs)3As (obr. 19). Proces biometylacie
arzénu sa nazyva taktiez Challengerov mechanizmus biometylacie, podl'a objavitela (Henke

a Hutchison, 2009).

Toxicita a chemické spravanie zldcenin arzénu su ovplyvnené formou a Speciaciou As. Plynné
arziny su najtoxickejSie, zatial' o arzenobetain a arzenocholin (ndjdeny hlavne v morskych
organizmoch) su netoxické. Anorganické zliCeniny arzénu su toxickejSie ako organické formy
arzénu a trojmocny oxidaCny stav je toxickejsi nez patmocny oxidacny stav (Fowler, 1977;

Adriano, 2001).
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Obr. 19 Mikrobialny proces biometylacie arzénu (Challenger, 1945; Cervantes et al, 1994; Bentley
a Chasteen, 2002)

Schopnost transformovat arzén zanorganickych a metylovanych zlicenin na prchavy
trimetylarzin procesom redukénej metylacie bola zistena u niekol'kych hub: Aspergillus glaucum,
Candida humicola, Scopulariopsis brevicaulis, Gliocladium roseum, Penicillium gladioli a Fusarium

sp. (Cullen a Reimer, 1989; Lin, 2008 in Srivastava et al., 2011).

Podl'a $tidie Cerfiansky et al. (2007) bola najefektivnejs$ia biovolatilizacia arzénu pozorovana
v termorezistentnych vlaknitych hubach rodu Neosartorya fischeri, kym biotransformacia arzénu
na prchavé formy bola priblizne dvojnasobne nizs$ia pre netermorezistentny rod Aspergillus
niger. Biovolatilizacia arzénu prostrednictvom Talaromyces wortmannii, T. flavus, Eupenicillium

cinnamopurpureum bola zanedbatelna.

Biovolatilizacii arzénu mikroskopickymi hubami sa venovali aj Urik et al. (2007). Kmene hub
pochadzali resp. boli izolované z miest s vysokou kontaminaciou arzénu. Autori skimali kmene
hib v laboratérnych podmienkach s cielom zhodnotit moznost aplikacie vlaknitych hub
v bioremediaciach v substratoch kontaminovanych arzénom. Izolované a identifikované druhy
boli mikroskopické vlaknité huby Aspergillus clavatus, Aspergillus niger, Trichoderma viride

a Penicillium glabrum. Metabolicka transformdcia arzénu na prchavé formy bola pozorovana
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vo vSetkych kmenoch hub. K najaktivnejSim As-biovolatilizujicim mikroorganizmom patrili
Penicillium glabrum a Aspergillus niger B. Autori taktiez pozorovali, Ze mnozstvo prchavého
arzénu zavisi od pociatocnej koncentracie v zivnom médiu. So zvySujuicou pociatocnou
koncentraciou arzénu bola pozorovana vyssia schopnost hub biovolatilizovat arzén. Z vysledkov
sa da predpokladat, Ze vysSSia Kkoncentracia arzénu, v suvislosti sjeho toxicitou, vedie

k intenzivnejsej metabolickej aktivite hub vytvarat prchavé formy arzénu.

Ziadne vyznamné rozdiely v biovolatiliz4cii trojmocného a patmocného arzénu v laboratérnych
podmienkach neboli pozorované kolektivom Certiansky et al. (2009). Priemerné mnoZstva
prchavého arzénu vo vSetkych kmetioch hub boli v rozmedzi 0,026 - 0,257 mg As (III)
a 0,024 - 0,191 mg As (V). Priblizne 23 % arzénu vyprchalo z kultiva¢nych médii obohatenych
trojmocnym As v koncentraciach 4 a 17 mg.l-1. Priemerné mnoZzstvo biovolatilizovaného arzénu
z kultivatného média obohateného o 4 mg.I'! As v patmocnej forme bolo 24 %, a pri koncentracii
17 mgl! sa uvolnilo 16 % arzénu. Schopnost biovolatilizacie arzénu klesala v poradi:
Neosartorya fischeri > Aspergillus clavatus > Aspergillus niger. VA¢$i vyznam v zniZeni
biovolatilizacie, v porovnani s valenciou, ma skér pociato¢na koncentracia arzénu. Visoottiviseth
a Panviroj (2001) pozorovali, Ze extrémne arzén-rezistentny druh rodu Penicillium spp. je
schopny volatilizovat pocas kultivacie 25,82 - 43,94 pg arzénu. Biovolatilizdcia As bola
dokazana urdéznych kmenov hub ako je Penicillium sp. (Visoottiviseth a Panviroj, 2001)
a Scopulariopsis brevicaulis (Pearce et al,, 1998). A. niger kmenl B je jednym z najucinnejSich
kmeniov schopnych biovolatilizovat As pri koncentracii arzeni¢nanov 5 - 20 mg.l! (Urik et al,
2007). Rychlost tvorby prchavého As z po6d kontaminovanych As a DDT zvysili Edvantoro et al.

(2004) augmentaciou druhmi Penicillium sp. a Ulocladium sp.

Organicka hmota poskytuje zdroj metyl-donorov pre biometylaciu aj abiotickil metylaciu, no
biologickd metylacia je povazovand za dominantny proces v pddach a vodnych prostrediach,
ktory vedie k detoxifikacii (polo)kovov. Metylované derivaty mézu byt lahko vylucované
z buniek, su Casto prchavé a mézu byt menej toxické. Mikroorganizmy v péde a v sedimentoch
posobia ako biologicky aktivni metylatori (Frankenberger a Arshad, 2001; Bolan, 2004; Loseto
et al,, 2004). Mohapatra et al. (2008) aplikovali do kalu kravsky trus, ktory bol pouzity ako
substrat pre rast baktérii pocas volatilizacie As metanogénnymi baktériami. Pri koncentracii
trusu 25 gl volatilizovalo okolo 35 % As. VysSia koncentracia substratu zniZovala mnoZstvo
volatilizovaného As, co méze byt v désledku vzniku metanu, ktory inhibuje vyssie davky arzénu
a vedie k vytvoreniu neprchavych latok. Az 16 % arzénu bolo pripocitanych k mikrobialne
sprostredkovanej volatilizacii po aplikovani kompostu do p6dy znecistenej arzénom, medou
a chrémom (Cao et al., 2003). Detoxifikacia bola sp6sobena pravdepodobne kvoli zvySenému

rastu huby v pritomnosti kompostu, ktory mohol hube poskytovat dalsi zdroj uhlika. Gao
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a Burau (1997) obohatili podu o celuldzu a mikrobidlna redukcia a metylacia viedli k volatilizacii
As za vzniku arzinov. PretoZe mikroorganizmy zohravaju dolezitt dlohu ako v redukénych tak aj
metylaénych reakciach, pridavok organickych zldc¢enin preukadzane zvysil stratu (polo)kovov

volatilizaciou (Park et al., 2011).

Mikrobidlna metylacia arzénu na jeho prchavé formy ucinne zniZuje jeho toxicitu v pode. Ked'ze
volatilizdcia As mikroorganizmami zavisi od obsahu Zivin a mikrobidlneho rastu (Sanford
a Klein, 1988) a aplikacia kompostu zvycajne zvySuje mikrobialne populdcie a ¢innost v pdde,
predpoklada sa, Ze organickd hmota by mohla mat pozitivny vplyv na metylaciu As, no pred
pripadnou aplikaciou organickych doplnkov je vhodné overit pre kazdy typ p6dy mobilizaciu

a imobilizaciu tazkych kovov a arzénu.

Ked'Ze biovolatilizacia As je prirodny proces v prostredi, ktorym sa As straca z pody alebo vody
(Jakob et al., 2010), moZe byt povazovany za jednym z nastrojov bioremediacie a spolu s d'alSimi
mikrobidlnymi procesmi ako su oxidacia, redukcia, alkylacia, dealkylacia predstavuje vyznamné
procesy, ktoré ovplyviiuju prchavost, mobilitu, toxicitu a biopristupnost arzénu v prostredi

(Cerniansky et al., 2009).

Biolithovanie

Bioluhovanie predstavuje proces, ktorym dochadza k "rozpusStaniu kovov z ich mineralneho
zdroja urcitymi prirodzene sa vyskytujicimi mikroorganizmami" alebo "taka premena prvkov
p6sobenim mikroorganizmov, Ze tieto prvky méZu byt extrahované z materidlu pri kontakte
svodou“ (Atlas a Bartha, 1997). Transformacia prebieha cez produkciu organickych
a anorganickych kyselin, ktoré sp6sobuju rozpustnost’ a extrahovatel'nost prvkov. Bioldhovanie
mozno povazovat za priklad Ccistej technoldgie, ktora je spojena snizkymi nakladmi
a energetickymi poziadavkami v porovnani s nebiologickymi procesmi (Krebs et al, 1997).
Procesy biolihovania su uspeSne aplikované pre odstranovanie tazkych kovov z rud,
sedimentov, banskych hlusin, priemyselnych odpadov a Cistiarenskych kalov (Acevedo
a Gentina, 1989; Blais et al., 1993; Seidel et al.,, 1998; Chen a Lin, 2000; Solisio et al., 2002;
Rodriguez et al,, 2003; Groudeva et al,, 2007; Liu et al., 2007; Pathak et al., 2009; Rehman et al,,
2009). Ué¢inky baktérii a hib na mineraly st zaloZené na troch principoch: acidolyza,
komplexolyza a redoxolyza. Mikroorganizmy su schopné mobilizovat kovy tvorbou organickych
alebo anorganickych kyselin (protény), oxida¢nymi a redukénymi reakciami a vyluCovanim
komplexotvornych cCinidiel (Brandl, 2008). Kovy m6Zu byt ldhované priamo (fyzicky kontakt
medzi mikroorganizmami a pevnym materialom) alebo nepriamo (bakteridlna oxidacia Fe?* na

Fe3+, ktora katalyzuje rozpustanie kovu ako prenasac elektréonu) (Brandl et al., 1997).
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Medzi hlavné fyzikalno-chemické parametre biolihovaného prostredia patri: teplota, hodnota
pH, redox potencial, vlhkost, dostupnost a obsah kyslika, obsah CO;, pohyb hmoty, dostupnost
zivin, koncentracia Fe(Ill), svetlo, tlak, tazké kovy, povrchové napitie, velkost castic,
pritomnost inhibitorov a doba biolihovania. K mikrobiologickym parametrom bioldhovaného
prostredia patri: mikrobidlna diverzita, hustota populacie, mikrobidlne aktivity, priestorova
distribicia mikroorganizmov, tolerancia voc¢i kovom a adapta¢né schopnosti mikroorganizmov

(Acevedo a Gentina, 1989; Bosecker, 1997, Brandl, 2008; Rehman et al., 2009).

Na bioltdhovani (¢asto sa pouziva aj vyraz ,biooxidacia“, ktory popisuje mikrobialne indukované
oxidacie mineralov obsahujice zlicCeniny kovov veduce kich uvolneniu (Hansford a Miller,
1993)) a naslednom uvolneni potencidlne toxickych prvkov sa mézu podielat rézne druhy
mikroorganizmov, ktoré zintenziviiuji biochemické procesy v mechanicky rozrusenych
horninach na haldach a odkaliskach (Edwards et al., 2000). NajstarsSie biolihovacie experimenty
vyuzivali aktivitu acidofilnych baktérii, predovsetkym z rodu Acidithiobacillus (predtym rod
Thiobacillus) (Colmer a Hinkle, 1947; Zimmerley et al., 1958) pri ziskavani kovov zo sulfidickych
mineralov, kedZe tieto baktérie premenaju nerozpustné kovové sulfidy na rozpustné sirany.
Neskor bolo skdmané taktiez biolihovanie nesulfidickych materidlov a ziskavanie kovov
z priemyselnych odpadov rézneho typu. Prehlad publikovanych mikroorganizmov

so schopnost'ou bakteridlneho lihovania sulfidov zakladnych kovov uvadza tab. 20.

Tab. 20 Vyuzitie bakterialnych mikroorganizmov v procesoch biolihovania kovov zo sulfidov
(kremicitanov, bauxitu)

Prvok | Formavyskytu | Mikroorganizmus Zdroj

As sulfidy Acidithi(.)b_acillus, Sulfo_lobus Schvip.pers a San(i (1999)
Leptospirillum ferrooxidans Kusnierova a Fecko (2001)

Au sulfidy Acidithiobacillus ferrooxidans Gonzalez et al. (2004)

Cd sulfidy Acidithiobacillus thiooxidans Liu etal. (2003)

Cu sulfidy Acidithiobacillus ferrooxidans Lilova et al. (2007)

Fe sulfid.y. Acidithi(_)b_acillus ca_ldu.s Schippers a Sand (1999)

kremicitany Leptospirillum ferriphilum 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)
Acidithiobacillus ferrooxidans, Andras et al. (2004)

Sb sulfidy Acidithiobacillus thiooxidans, Lyalikova et al. (1976)
Stibiobacter senarmontii Kusnierova a Fecko (2001)

Si bauxity Sﬁlﬁ;foa‘féléu:kﬁgg;ny xa Vasan et al. (2001)

§) sulfidy Ferrobacillus sp. Dwivedy a Mathur (1995)

Zn sulfidy Acidithiobacillus caldus Semenza et al. (2002)
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Aplikacia hub v remediacii p6dy kontaminovanej toxickymi prvkami a zliceninami pomocou
biolihovania ziskava Coraz vacsi zaujem, pretoze huby su vSadepritomné v prirodzenom
prostredi a st Casto dominantnymi organizmami v mnohych pédach, najma v tych s nizkymi
hodnotami pH, kde je mobilita kovov zvySena. PredovSetkym ide o mikroskopické vlaknité huby,
ktoré mdzu byt pestované na mnohych réznych podkladoch, ako napr. antropogénne sedimenty,
elektronicky odpad ¢i popoléek zo spalovania komunalneho odpadu (Kolencik et al., 2011a;
Kolencik et al., 2013). Dolezitou tlohou v bioremediacii prostredia je ich schopnost rozpustat
a prijat kovy. Tieto procesy su neoddelitel'nou sucastou rastu hib a metabolizmu v prirodnych,
laboratérnych a priemyselnych prostrediach (Gadd, 1993; Gadd et al., 1993; Gadd a White, 1993;
Burgstaller et al., 1992). Huby dokazu vyznamne ovplyviiovat’ dynamiku tazkych kovov v pode
vd'aka vysokému podielu mikrobidlnej biomasy v podde, velkému pomeru povrch : objem
a vysokej metabolickej aktivite (Sosak-Swiderska, 2010). V porovnani s bakteridlnym
ldhovanim, ma lthovanie pouzitim hub niekol'ko vyhod: schopnost rast pri vys$Sej hodnote pH,
uprednostiiované je biolihovanie alkalickych odpadov, vSeobecne rychlejsi proces ltihovania
s kratSou lag fazou a schopnost vyluCovat metabolity (napr. organické kyseliny) za vzniku
komplexov s i6nmi kovov a tym zniZovat toxicitu metabolitov pre biomasu. Nizka hodnota pH
podporuje acidolyzu (zdkladny mechanizmus v procese biolihovania pouzitim A. niger) a je
nasledovana uvolnenim a zvySenou mobilitou volnych katiénov kovov protonizaciou
(Burgstaller a Schinner, 1993; Rezza et al,, 2001). Na rozdiel od baktérii st huby schopné
rozsirit ich biomasu prostrednictvom rastu hyf, rast pod stresovymi podmienkami prostredia,
ako su nizka dostupnost Zivin, nizky obsah vody a pri nizkych hodnotach pH, kde bakterialny
rast moze byt obmedzeny (Davies a Westlake, 1979). Huby su taktieZ schopné degradovat
a utilizovat’ Siroku $kalu roznych prirodnych substratov ako celul6zu, hemicelulézu, lignin
a pektin. Schopnost degradovat tieto latky suvisi s produkciou extracelularnych enzymov
srelativne nizkou substratovou Specifitou (Demnerova a Mackova, 2006). Huby moézu
akumulovat kovy a radionuklidy prostrednictvom fyzikalno-chemickych a biologickych
mechanizmov, ku ktorym patri extracelulairne viazanie prostrednictvom metabolitov
a biopolymérov, viazanie na Specifické polypeptidy a akumulacia zavisla od metabolizmu (Tobin
et al,, 1994). Vytvorené komplexy kovov mézu v zavislosti od podmienok prostredia nasledne
precipitovat, resp. tvorit krystalické formy. Vznik a tvorba sekundarnych mykogénnych
kryStalickych foriem ma fyzikalno-chemicky vplyv na biologickd dostupnost a mobilitu
viazanych kovov, na ich toxicitu rovnako ako na ich chovanie v prostredi (Gorbushina et al,,
2003; Gadd, 2007; Kolencik et al., 2011b; Kolencik et al., 2012). Zafar et al. (2007) pozorovali, Ze
huby su schopné tolerovat, biosorbovat a detoxifikovat kovy niekol'kymi mechanizmami

zahinajucimi zmenu oxida¢ného stavu, extra a intracelularne zrazanie a aktivny prijem.
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Huby okysl'uju Zivné médium pocas rastu organickymi zliceninami (vyluCovanim proténov,
absorpciou Zivin vo vymene za protdény, vylu¢ovanim organickych kyselin, acidifikidciou cez
produkciu COz). Podstatou mechanizmu bioltthovania mineralnych substratov mikroskopickymi
vlaknitymi hubami sd protolytické, komplexotvorné, pripadne redoxné reakcie (Burgstaller
a Schinner, 1993). Reakcie prebiehaju za ucasti mikrobidlnych metabolitov, ktoré tvoria
anorganické i organické kyseliny, viaZuce uvol'nené iény kovov (Gadd, 2004) a ich bioakumulacii
mycéliami (Gholami, 2011). Druh, mnoZstvo a koncentracia organickych kyselin vylu¢ovanych
hubami zavisi na roznych faktoroch ako su: pufracna kapacita zivného média, hodnota pH,
pomer dusika a fosforecnanov v médiu, zdroj uhlika a pritomnost niektorych tazkych kovov
a stopovych prvkov v zivnom médiu a od experimentalnych podmienok rastu hib (Bosshard et
al, 1996; Gadd a Sayer, 2000). VSetky vlaknité huby patriace do skupiny Zygomycetes (Madigan
et al,, 2000), obsahuju na ich bunkovej stene N-acetyl polymér, chitin, chitosan a deacetylovany
gluk6zo-amin, ¢im poskytuji mnozZstvo potencidlnych vizbovych miest vdaka volnym
hydroxylovym, amino- a karboxylovym skupinam. Amino-skupina (obsahuje atém dusika)
a hydroxylova skupina (obsahuje atém kyslika) maji schopnost viazat proton alebo i6n kovu

(Das etal,, 2007).

Niektoré druhy heterotrofnych mikroorganizmov, ako je napr. rod Aspergillus alebo Penicilium,
maju schopnost vylucovat vel'ké mnoZstvo organickych kyselin (Burgstaller a Schinner, 1993).
Xu a Ting (2004) zistili nadpriemerné bioldhovanie Al, Fe a Zn z polietavého popola pouzitim
Aspergillus niger. Santhiya aTing (2005) skdmali bioldhovanie vyhoreného katalyzatora
z rafinérskeho spracovania pouzitim A. niger svysokou produkciou kyseliny Stavelovej.
Pritomnost pouzitého katalyzatora sposobila znizenie vytazku biomasy a zvySenie sekrécie
kyseliny Stavelovej. ZvySenie sekrécie kyseliny Stavelovej so zniZenim velkosti castic
katalyzatora (< 37 um) viedlo k zvySenému biolihovaniu kovov. Produkcia kyseliny Stavel'ovej
vol'ne Zijucimi a symbiotickymi hubami méze viest k vyzrazaniu nerozpustnych oxalatov kovov,
proces, ktorym huby dokaZu preZit v pritomnosti potencidlne toxickych zlicenin kovov.
Mechanizmy biolthovania A. niger, P. simplicissimum, P. purpurogenum suvisia s produkciou
nizko molekularnych metabolitov, hlavne organickych kyselin, ako je glukdnova, pyrohroznova,
citronova, Stavel'ovd, jabl¢na a jantarova (Amiri et al., 2011; Ren et al., 2009). Ren et al. (2009)
skamali biolihovanie tazkych kovov zkontaminovanych péd vindustridlnom Uzemi
metabolitmi, hlavne slabymi organickymi kyselinami produkovanymi inokulovanym A. niger.
Vysledky sekvencnej extrakcie ukazali, Ze organické kyseliny produkované druhom A. niger boli
ucinné v odstraneni vymenitel'nej a uhli¢itanovej frakcie a oxidov Fe/Mn v pripade Cu, Cd, Pb, Zn
a zostavajuce kovy v pdde boli viazané hlavne v stabilnej frakcii. Podl'a Gholami et al. (2011)
bolo biolthovanie Al, Co, Mo a Ni v pritomnosti A. niger a P. simplicissimum priblizne 20 - 30 %

vySSie ako v Idhovani bez aplikacie druhov, najma v pripade Co, ktorého vylihovatelnost bola az
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0 70 % vysSia ako v kontrolnom experimente. Sicasne narast koncentracie kyseliny glukénove;j
a kovov (v pripade A. niger) a kyseliny citrénovej a kovov (v pripade P. simplicissimum) priamo
indikuja délezitd dlohu kyselin v biolihovacich procesoch. Aung a Ting (2005) skimali pouZitie
A. niger v bioltdhovani tazkych kovov z vyhoreného katalyzatora (spent catalyst). Chemické
lthovanie bolo realizované pouzitim mineralnych kyselin (sirova, dusi¢nd) a organickych kyselin
(citrénova, stavel'ova, glukonova) ako aj ich zmesi v rovnakych koncentraciach ako su biologicky
produkované. Biolihovanim sa extrahovalo viac kovov ako chemickym lihovanim. Mulligan et
al. (2004) sa venoval bioluhovaniu tazkych kovov z nizkokvalitnej rudy pouzitim A. niger.
Uéinnost organickych Kyselin bola zvy$en4, ked’ sa do média pridala kyselina sirova. Braud et al.
(2006) uvadzaju zvySenu extrahovatelnost kovov z kontaminovanych p6d bioaugmenticiou

baktérii (Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens) alebo hib (Aspergillus niger).

Bioluhovanie taktiez moZze zmenit mineral6giu materialu, ¢im menf jeho reaktivitu a krystalinitu
(De Windt a Devillers, 2010). Predpoklada sa, Ze prostrednictvom extrakcie a opatovnému
zrazaniu alkalickych zloziek (napr. Ca, Mg, Si) moZe bioluhovanie zvysit pdérovitost materidlu,
zvysit Specificky povrch, zmenit mineralne zlozenie luhovaného materidlu a produkovat
nanocastice (Kulkarni et al., 2008; Santos a Van Gerven, 2011; Wang et al.,, 2011). Chiang et al.
(2013) skumali dcinok bioldhovania vybranych druhov baktérii (Bacillus circulans, Bacillus
licheniformis, Bacillus mucilaginosus, Sporosarcina ureae) a huib (Aspergillus niger, Humicola
grisea, Penicillium chrysogenum) na chemické, mineralne a morfologické vlastnosti prirodnych
a odpadovych alkalickych materidlov. Biolihovanim mikroorganizmami doSlo k zmene
mineralneho zloZenia a morfoldgie materidlov (zvySenie Specifického merného povrchu). Tento
vysledok bol pripisany posobeniu organickych kyselin (hlavne kyseliny glukénovej)
a exopolysacharidom. Mikroorganizmy (baktérie a huby), ktoré su schopné odolavat
alkalickému prostrediu, produkuju organické kyseliny a exopolysacharidy (EPS), ktorymi
urychl'uju rozpustanie kremicitych materidlov (Vandevivere et al., 1994). Mulligan et al. (2004)
povaZuju acidolyzu za hlavny mechanizmus bioldhovania u Aspergillus niger, zatial' ¢o tvorba
exopolysacharidov bola zistena u Bacillus mucilaginosus (Welch et al,, 1999). Vyznamné zmeny
vazby tazkych kovov pred a po bioldhovani odkaliskového sedimentu autochténnymi
baktériami uvadzaju Liu et al. (2007). Po biolihovani zostavali kovy pritomné taktiez hlavne

v stabilnej frakcii pre okolité prostredie.

Proces bioldhovania, v ktorom sd mikroorganizmy schopné acidifikovat svoje prostredie, ¢o
vedie k rozpustaniu tazkych kovov, je jednou zo sl'ubnych metdéd pre odstranovanie tazkych
kovov z kontaminovanych sedimentov. Pouzitie organickych kyselin redukuje naklady
komercnej dekontaminacie tazkych kovov a zniZuje akékolvek environmentdlne impakty

vyplyvajuce z kontaminacie 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 et
al,, 2004; Aung a Ting, 2005; Santhiya a Ting, 2005, 2006; Ren et al., 2009). Wassay et al. (2001)
porovnavali ucinnost soli slabych organickych kyselin (citrat, tartrat, Stavelan + citrat) so
silnymi chelatatnymi cinidlami (EDTA a DTPA) ldhovat tazké kovy v kolénach v troch pédach
srbéznou textdrou, ktoré boli znecistené tazkymi kovmi (Cr, Mn, Hg, Pb, Cd, Cu, Zn). EDTA
a DTPA sice ucinne odstranovali vSetky tazké kovy, s vynimkou Hg, ale taktiez extrahovali vel'ké
mnozstvo pédnych Zivin a znecistili p6du adsorpciou na pddne Castice. Citraty a tartraty acinne
odstranili tazké kovy zo vSetkych troch znecistenych po6d, ldhovali malé mnoZstvo

makronutrientov a zlepsili po6dnu Struktiru.

Biologické luhovanie je vo svete stéle viac vyuzivané k extrakcii kovov z odpadovych materidlov
a Kkoncentratov po spracovani rud, ktorych spracovanie konven¢nymi metédami je
neekonomické, a ktoré Casto obsahuju eSté vyznamné mnozstva kovov. Jednou z moznych
aplikacii je biohydrometalurgia, ktora sa dnes uplatiiuje pri ziskavani medi, zinku, olova, arzénu,
antiménu, niklu, molybdénu, zlata, striebra, kobaltu i d'alSich kovov. Vzhl'adom ku schopnosti
niektorych mikroorganizmov previest kovy do l'ahko rozpustnych foriem, mozno mikrobidlnu
aktivitu uspesne vyuzit taktiez pri ziskavani kovov z kontaminovanych odpadovych materialov

a z metalurgickych odpadov.

Biokrystalizdcia a biomineralizdcia

Biomineralizicia je proces, v ktorom mikroby sprostredkidvaju biochemické reakcie pri
formovani novej mineralnej asociacie na pevnych matriciach (EPA 2003) a tieZ pri ktorom
mikroorganizmy katalyzuju a sprostredkivaju anorganické reakcie (EPA 2000). Tato metdda sa
vztahuje na procesy, ktorymi organizmy tvoria mineraly. AvSak, schopnost mnohych
organizmov tvorit minerdly sa odliSuje od abiotického procesu mineralizacie (Weiner a Dove,
2003). Biomineralizacia je opisana ako povrchovy proces suvisiaci s bunkovymi stenami
mikroorganizmov, kde dochadza k remineralizacii. Rozpustené kovy luhované z nevyuzitych
rudnych hald a hald hlu$in predstavuju dlhodoby problém Zivotného prostredia. Biologické
procesy su jedinou technolégiou, ktora dokazala in-situ remineralizaciu a imobilizaciu
vylihovatelnych kovov. Rozpustené kovy moézu byt v podach imobilizované v dosledku
prirodnych alebo umelych biomineralizacnych reakcii (EPA, 1996). Mikrobidlne systémy mozu
byt navrhnuté tak, aby tvorili biomineraly, ktoré mézu zlucit a imobilizovat kontaminanty.

Procesy biomineralizacie st sucastou prirodzeného cyklu, v ktorom st minerdly neustile
formované, transformované a degradované. In-situ biomineralizacia tazi z toho, Ze
mikroorganizmy zohravaju hlavnd tulohu v tvorbe prirodnej rudy, ktora zahfna akceleraciu

biologickych reakcii na sanaciu odpadov. Pocas biomineralizacie tazkych kovov z banskych
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odpadov mikroorganizmy iniciuju sériu komplexnych reakcii. Mechanizmy odstraniovania kovov

st ovplyviiované biologicky katalyzovanymi remineraliza¢nymi reakciami (EPA ORD, 2000).

Mikroorganizmy tvoria pri biomineralizacii biomineraly, ktoré st napriek zvycajne malej
vel'kosti zrna a tesného spojenia s organickymi materidlmi 'ahko identifikovatel'né ako bezné
minerdlne druhy. KedZe biominerdly, resp. mineralne a organické fazy, su uzko spojené na
molekularnej drovni, su prakticky neoddelitelné tak konsStrukéne ako aj z hladiska ich
funkénych vlastnosti. Hydroxidy a oxyhydroxidy Fe, uhli¢itany a fosfore¢nany vapnika tvorené
jedno- a mnohobunkovymi organizmami sd uvAddzané ako priklady biomineralov
a biomineralizatnych procesov. Ich Specidlne morfologické a krystalochemické vlastnosti

vytvaraju jedinecné Struktiry na zivych formach, ktoré ich vytvaraju (Beniash, 2011).

Biominerdaly sa formuju dvoma hlavnymi mechanizmami: prvy je prostrednictvom formovania
minerdlu v dopredu vytvorenej organickej matrice (Weiner a Addadi, 1991; 1997; He et al,,
2003) a druhy spdsob je cez kooperativne interakcie medzi makromolekuldrnymi zhlukmi
atvoriacimi sa minerdlnymi fazami (Colfen a Mann, 2003; Beniash et al, 2005). Tieto dva
mechanizmy sa navzdjom nevylucuju a pravdepodobne st pritomné stucasne v mnohych
biomineralizaénych procesoch. Dal$im déleZitym znakom mnohych biomineralizaénych
procesov v roznych kmenoch je pouzitie prechodovych metastabilnych mineralnych faz, ktoré
maju rad vyhod oproti klasickému rastu krystalov (Beniash et al., 1997; 2009; Weiner et al,,
2005; Mahamid et al., 2008; Weiner, 2008).

Biomineraly su geologicky stabilné zliceniny, ktoré chemicky viazu kontaminanty a moézu byt
navrhnuté tak, aby boli selektivne pre Specificky kontaminant. Met6dy biomineralizacie méZu
tieto biomineradly vyuzit tiez na podpovrchovi tupravu mobilnych kovov tvorbou in-situ
biomineralnych bariér. Takato bariéra je vytvorena vstrekovanim Zivinovych a bakteridlnych
roztokov do zvodnenych vrstiev prostrednictvom série injek¢nych vrtov. Biomineralna bariéra
funguje ako reaktivna zoéna pre konkrétne kovové kontaminanty. Kovy su stabilizované

a zaclenené do vysledného biomineralneho produktu (EPA ORD, 2000).

Mnoho huib a baktérii produkuje CO2 normalne pocas rastu ako vedl'ajsi produkt pri aerébnom
metabolizme. Vyuzitim tejto schopnosti je mozné ziskat r6zne anorganické mineralne latky na
baze uhli¢itanov bez akéhokolvek externého zdroja CO, (tab. 21). Niektoré druhy
mikroorganizmov dokadzu vylucit Specifické proteiny, ktoré mozu reagovat s exponovanymi
kationmi kovu, a mézu tak vytvarat skutoCne biogénne mineraly, ako krystaly CaCOs, BaCOs
a SrCO3 v nepritomnosti akéhokol'vek vonkajsSieho zdroja CO, (Rautaray et al.,, 2003; Ahmad et
al,, 2004; Rautaray et al., 2004a,b). Rautaray et al. (2003) uvadza, Ze pdsobenie vodného roztoku
CacCl; na Rhodococcus sp. malo za nasledok syntézu hlavne vateritu a zmieSanych krystalickych

faz CaCOs3 kalcit-aragonitu s premenlivou morfolégiou.
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Tab. 21 Priklady biomineralov syntetizovanych mikroorganizmami

Mikroorganizmus Biomineral Zdroj

Baktérie

Streptomyces acidiscabies E13 Ni-struvit (Ni(NH4)(P04).6H20) Haferburg et al. (2008)

Pseudomonas aeruginosa U-fosforecnanové zliceniny Choudhary a Sar (2011)
Thermophilic sp. HEN-Qn1 CaCOs3 Lietal. (2009)
Actinomycéty
Rhodococcus sp. CaCOs3 Rautaray et al. (2003)
Thermomonospora sp. CaCO3

Rautaray et al. (2004a)
Thermomonospora sp. BaCOs3
Huby
Verticillium sp. BaCO3

Rautaray et al. (2004a)
Verticillium sp. CaCoOs3
Trichothecium sp. CaCoOs3 Ahmad et al. (2004)
Fusarium sp. CaCoOs3 Rautaray et al. (2003)
Fusarium oxysporum CaCOs3 Ahmad et al. (2004)
Fusarium oxysporum SrCO3 Rautaray et al. (2004b)
Fusarium oxysporum PbCO3

Sanyal et al. (2005)
Fusarium oxysporum CdCO3

5.2 Bioremediacny potencial mikroorganizmov

Bioremediacia je definovand ako pouzitie biologickych procesov pre rozklad, porusenie,
premenu a odstranenie kontaminantov zo zloZiek zivotného prostredia. Ide o prirodzeny proces
vyuzivajuci metabolické procesy baktérii, hib a rastlin, ktoré su schopné vyuzit kontaminanty
ako zdroje energie, ¢im sa dané latky zneSkodnia alebo, vo vac¢Sine pripadov, sa zmenia na menej
toxické produkty. Svojim pésobenim dokaZu mikroorganizmy ovplyvnit' toxicitu, rozpustnost vo
vode alebo mobilitu stopovych prvkov (Alexander, 1999). ZvySenie rozpustnosti a mobility sa
vyuziva v bioremediacii nerozpustnych prvkov v pode, pretoze biotransformovany produkt je
uvolneny z pevnej fazy do roztoku. ZniZenie rozpustnosti prvku je typické pre odstranenie
prvku z pody alebo podzemnej vody prostrednictvom imobilizacie, v inych pripadoch sd plynné
produkty (polo)kovov odstranené volatilizaciou (Gadd, 2000). Vzhl'adom k svojmu objemu maju
mikroorganizmy velky povrch, takZe vdaka ich malej velkosti poskytuju velkil kontaktnu
plochu, ktord méze interagovat s (polo)kovmi v okolitom prostredi (Ledin, 2000). In-situ
bioremediacie maju niektoré obmedzenia: nie si vhodné pre vsSetky druhy pdd, je tazké
dosiahnut uplny rozklad/odstranenie kontaminantu a je zlozita kontrola prirodnych podmienok

(napr. teploty), za ktorych prebiehaju.
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Prirodzena atenudcia je bioremediacia, ktora prebieha bez zasahu ¢loveka. Tento proces zavisi
od prirodnych podmienok a spravania pddnych mikroorganizmov, ktoré st po6vodné
a prirodzene sa vyskytuju v péde. Zahfna mnoZstvo procesov, ktoré prirodzene pdsobia na
zniZzenie mnozstva, toxicity, mobility, objemu alebo koncentracie znecistujucich latok
v Zivotnom prostredi, ako su napr. biodegradacia, disperzia, sorpcia, riedenie, vyparovanie,
chemicka alebo biologicka stabilizacia, transformdacia alebo degradacia kontaminantov (EPA,
1999). Kalogerakis (2006) uvadza, Ze aj ked’ bioaugmentacia moZze byt uzito¢na pre pociatocné
vycCistenie kontaminovanej pody v danom mieste, aktivita pévodnych mikroorganizmov je

dostacujuca.

Schopnost mikrobidlnej populacie odstranovat znecistujuce latky v urcitom type Zivotného
prostredia (napr. poda, sedimenty, kaly alebo odpadové vody) moéze byt zvysSena bud
stimuldciou povodnych mikroorganizmov pridanim Zivin alebo elektréonovych akceptorov -
biostimulacia alebo zavedenim Specifickych mikroorganizmov do miestnej populacie -

bioaugmentacia (Dercova et al., 2015).

Biostimulacia je remediacnd metdda, ktora vyuZziva pévodné mikrobidlne populacie na sanaciu
kontaminovanych pod a jej princip spociva v pridani zZivin a inych latok do pddy s cielom
urychlit prirodzené procesy atenudcie (Mrozik a Piotrowska-Seget, 2010). Urcitym typom
biostimulacie mikroorganizmov v podach pre zvySenie mobility arzénu je aj kompostovanie. Aj
ked niektoré Studie uvadzaju, ze po pridani kompostu (napr. kompost pochadzajuci
z odpadovych kalov a inych mestskych zdrojov) do pod znecistenych arzénom doslo
k imobilizacii As (Gadepalle et al., 2007), viacero studii popisuje zvySenie mobility As z pody po
dodani kompostu vo forme kravského hnoja alebo pol'nohospodarskych hnojiv (Ueno, 2000 in
Akai et al., 2008; Edvantoro et al., 2004). Na sanaciu kontaminovanej pédy sa pouZivaju rozne
druhy organickych doplnkov, napr. hnoj, biosolidy, piliny a drevny popol, komposty
pochadzajuce z réznych zdrojov, Cistiarenské kaly, kora a Stiepky alebo odpad z lisovania oliv.
V pripade hnoja, iba starsi hnoj je vhodny pre ucely sanacie pédy, pretoZe Cerstvy hnoj moZe
poskodit’ rastliny v dosledku vysokého obsahu amoniaku (Cao et al., 2003; Park et al,, 2011;
Moreno-Jiménez et al, 2010). Pridanie organickych doplnkov zlepSuje fyzikalne vlastnosti
a urodnost pod zneclistenych viacerymi kontaminantami a ulahcuje vytvorenie zdravého
vegetacného krytu (Park et al, 2011). ZvySenie koncentracie As, Se a Cu v porovej vode po
aplikacii kompostu uvadza praca Moreno-Jiménez et al. (2010). Dodanie kompostu zvysilo
koncentracie rozpusteného organického uhlika v pérovej vode, ¢o by mohlo vysvetlit
pozorovand mobilizaciu As, Cu a Se. Autori taktiez zistili zvySena volatilizaciu As vplyvom

pridania kompostu.
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Inokulacia znecistenej pédy, sedimentov alebo kalu pévodnym, alochténnym alebo geneticky
modifikovanym mikroorganizmom so Specifickymi degrada¢nymi alebo transformacnymi
schopnostami za ucelom zvySenia in-situ alebo ex-situ bioremediacie sa nazyva
bioaugmentacia. Pouziva sa predovsetkym na prekonanie problému s nedostatkom mikrébov
schopnych odstranit kontaminant alebo kde je prili§ vysoka koncentracia znecistujtcich latok
(Forsyth et al.,, 1995; Singer et al., 2005; Stephenson Environmental Services, 2012; Mrozik
a Piotrowska-Seget, 2010). Forsyth et al. (1995) odporucaju pouzit bioaugmentaciu aj v pode
obsahujucej zliceniny vyzadujlce viackrokovid remediaciu a na maloploSnych miestach, kde

naklady na nebiologické metédy su vysSie ako ndklady na bioaugmentaciu.

Za optimalnych lokalnych podmienok je mozné zvysit mieru degradécie polutantov po pridani
inokula s mikroorganizmom, aj ked’ vyssia UispeSnost bioaugmentacie je v pripade uzavretych
systémov, ako sd napriklad bioreaktory, kde m6zu byt podmienky riadené v prospech prezitia
a predlZenia aktivity exogénnych mikrobialnych populacii. Zakladnym predpokladom pre tiito
intervenciu je, Ze metabolické kapacity povodnych mikrobidlnych spolocCenstiev pritomnych
v biotope zvolenych pre Cistenie sa zvySia z vonka rozSirenim genetickej diverzity, ¢o vedie

k vdéSiemu suboru produktivnych biodegradacnych reakcii (El Fantroussi a Agathos, 2005).

Vztah inokulovaného mikroorganizmu s novym biotickym a abiotickym prostredim, pokial ide
o prezitie, aktivitu a migraciu, méze byt rozhodujuci vo vysledku akejkol'vek bioaugmentacnej
stratégie (El Fantroussi a Agathos, 2005). Medzi abiotické faktory v pdde, ktoré vplyvaja na
prezitie a degrada¢nd cinnost introdukovanych mikrébov patria napr. fyzikalno-chemické
vlastnosti p6dy, ilové mineraly, obsah organickej hmoty, prevzdusnenie, obsah Zivin, hodnota
pH, teplota, vlhkost a chemicka Struktdra, koncentracia a pristupnost znecistujucich latok
(van Veen et al,, 1997; Mrozik a Piotrowska-Seget, 2010). Biotické faktory st Casto dodlezitejSie
ako abiotické kvodli vplyvom, ako napr. predicia prvokov a bakteriofdgov, antagonistické
interakcie, konkurencia s autochtonnymi mikroorganizmami kvéli Zivindm alebo elektronovym
akceptorom a pritomnost korenov, ktoré uvoltiuju organické zliceniny. Preto je sterilna péda
vSeobecne vhodnejSia pre aplikovanie externych mikroorganizmov ako prirodzené pddy. Vsetky
tieto interakcie potencidlne zniZuju pocet introdukovanych buniek (England et al, 1993;
van Veen et al.,, 1997; El Fantroussi et al.,, 1999; Sgrensen et al.,, 1999). K biotickym faktorom
patri aj vyber spravnych mikroorganizmov, ktoré nielen degraduju znecistenie, ale taktiez
dokaZu uspeSne konkurovat poévodnej mikrofléore (Mrozik a Piotrowska-Seget, 2010). Novu
alternativu bioaugmentécie pre in-situ bioremediacie kontaminovanych prostredi predstavuju
zapuzdrené bunky, ktorymi je exogénna bakteridlna populacia lepSie chranena a nie je tak 'ahko

rozptylena mimo oblast kontaminacie (Moslemy et al., 2002, 2003).
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Stephenson a Stephenson (1992) zhrnuli dévody zlyhavania bioaugmenticie v praxi:
koncentracia substratu je priliS nizka, aby podporila rast aplikovanych mikroorganizmov,
systém moZe obsahovat latky alebo podmienky (napr. teplota), ktoré pdsobia inhibicne,
konkuren¢né poésobenie inych mikroorganizmov sposobuje inhibiciu rastu, naockované
mikroorganizmy vyuzivaju skoér iné organické substraty v systéme nez znecistujuce latky, pocet
organizmov moéze byt prili§ maly na vykonanie vyznamnej zmeny, pouzity organizmus nie je
aplikovany do prostredia, kde je mozné tucinne spotrebovat poZadovany substrat,, mnohé
aplikované druhy nie st schopné iniciovat odstranenie dostatoCne rychlo, bez urcitej doby

aklimatizacie.

Existuje niekol'ko sposobov ako vybrat mikroorganizmy vhodné pre bioaugmentaciu. Jednou
moznostou je, Ze mikroorganizmy su izolované z danych kontaminovanych p6d a po kultivacii
v laboratornych podmienkach su Cisté adaptované bakterialne kmene aplikované spat do pody.
Tento pristup sa nazyva tzv. reinokuldcia pody s povodnymi mikroorganizmami. Druhou
moZnostou je vyber mikroorganizmov z miest s podobnym typom kontamindcie a pouZit
vybrané mikroorganizmy na precistenie danych péd (Mrozik a Piotrowska-Seget, 2010). Mnohé
mikroorganizmy su vel'mi prispdsobivé, ¢o sa tyka metabolizmu, takZe si schopné degradovat
Siroké spektrum substratov. NajucinnejSia eliminacia kontaminantov moézZe byt dosiahnuta
pouzitim mikrobialnych inokul izolovanych z prostredia, kde sa znecistenie vyskytuje v priebehu

niekol'kych desiatok rokov (Mrozik a Piotrowska-Seget, 2010).

5.2.1 Bioldhovanie arzénu posobenim autochténnej mikrofléry a rodu
Pseudomonas

Bioltihovanie pomocou heterotrofnych druhov baktérii je novou, doposial' malo publikovanou
moznostou zvySovania mobility kovov (Petkova et al., 2013a,b; Vojtkova et al., 2013). Z tohto
hl'adiska predstavuje rod Pseudomonas velmi atraktivnu bakteridlnu skupinu, kedZe
v porovnani s dalSimi mikroorganizmami je mozno dosiahnut velmi zaujimavd ucinnost

biolithovania.

Rod Pseudomonas bol popisany v roku 1894 (Migula, 1894) a je jednym z najréznorodejsich
bakterialnych rodov, ktorého druhy boli izolované po celom svete v ré6znych prostrediach, od
Antarktidy po trépy. Baktérie su prirodzene pritomné v sedimentoch, Kklinickych vzorkach,
rastlindch, hubach, vode, pdde, v rizosfére rastlin, atd. (Peix et al., 2009). VSeobecne moZno
povedat, Ze vhodné stanoviSte pre pseudomonady sa nachadza v teplotnom rozmedzi 4 -42 °C
s hodnotou pH 4 az 8, s obsahom jednoduchych az zlozitych organickych zlucenin (Moore et al.,
2006). Rod Pseudomonas patri k baktéridam s mimoriadne vyznamnym bioremediaCnym

potencidlom, pricom je zndmy pre jeho Sirokd metabolickil prispdsobivost a vysokd geneticku
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variabilitu. Druhy rodu Pseudomonas rychlo rasti a sd obzvlaSt zndme pre ich schopnost
metabolizovat rozsiahle mnozstvo substratov, vratane toxickych organickych chemickych latok,
ako st napriklad alifatické a aromatické uhlovodiky. Casto st rezistentné voéi antibiotikam,
dezinfekénym a Cistiacim prostriedkom, tazkym kovom a organickym rozpustadlam.
U niektorych kmernoch bola potvrdena produkcia metabolitov, ktoré stimuluju rast rastlin alebo
inhibuja Skodcov rastlin (Moore et al., 2006). Druhy rodu Pseudomonas su aerdbne a kyslik je
zrejme hlavny limitujdci faktor pre ich habituaciu. V prirode sa druhy vyskytuju ako saprofyty
a parazity. VSeobecne plati, Ze nie si popredné v anaerdbnych prostrediach a nevyskytuja sa
v extrémnych termofilnych alebo acidofilnych stanovistiach (Moore et al., 2006). Fylogeneticka
klasifikacia baktérii na zdklade ich 16S rRNA génov viedla k vytvoreniu troch pododdeleni

a4

neskor nazvanych ,alpha”, ,beta“a,gamma” Proteobacteria (Woese et al., 1984).

Bakterialny rod Pseudomonas tvori velmi vyznamnu skupinu baktérii, ktora vykazuje obrovsku
ekologicku diverzitu (Spiers et al., 2000; Ramos, 2004; Ramos a Filloux, 2010). Zastupci tohto
rodu boli izolovani z najroznejsich ekologickych prostredi, opisané su klinické izolaty z I'udskych
infekcii (P. aeruginosa, P. fluorescens, P. monteilii, P. oryzihabitans, P. stutzeri), izolaty z fylosféry
i rhizosféry rastlin (P. congelans, P. lurida, P. marginalis, P. argentinensis, P. panacis, P. poae,
P. savastanoi, P. straminea, P. syringae, P. trivialis, P. viridiflava), z mineralnych vod (P. brenneri,
P. jessenii, P. gessardii, P. libanensis, P. mandelii, P. migulae, P. rhodesiae, P. veronii), z odpadovych
a drenaznych vod (P. alcaligenes, P. pseudoalcaligenes, P. balearica, P. fluorescens, P. orientalis),
z pdd kontaminovanych organickymi i anorganickymi latkami (P. delhiensis, P. fluorescens,
P. monteilii, P. mendocina, P. putida, P. panipatensis, P. pictorum, P. stutzeri), ako patogény rastlin
i zivocichov (P. corrugata, P. flavescens, P. mediterranea), ale taktiez izolaty z extrémnych
prostredi ako sd napr. ludské ostatky (P. moraviensis), povrch solnych krystalov
(P. halosaccharolytica), zo sinic z Antarktidy (P. proteolytica), ¢i z povrchu hub (P. reactans,

P. tolaasii).

Rod je geneticky, fyziologicky i morfologicky zna¢ne heterogénny, ¢asto i v ramci jedného druhu,
¢o potvrdzuje percentudlne zastupenie guaninu a cytozinu (G+C) v DNA v rozmedzi 58 - 69 %
(Garrity et al, 2005). VacSinu zastupcov tvoria rovné alebo mierne zakrivené baktérie
ty¢inkovitého tvaru o rozmeroch 0,5 - 1,0 um x 1,5 - 5,0 um, ktoré sa pohybuju pomocou
jedného alebo niekol'kych polarnych, vzacne lateralnych bic¢ikov (vynimku tvori kmen P. mallei,
ktory je nepohyblivym druhom). Pseudomonady su gramnegativne, nesporulujice, aerébne
baktérie so striktne respiratnym metabolizmom, kde terminalnym akceptorom elektrénov je
kyslik. V pripade vyskytu v anaer6bnom prostredi je d'alS$im moznym akceptorom elektrénov
nitrat - schopnost redukcie nitratov je charakteristickou vlastnostou pre tento rod, a len

niekol'’ko kmenov nie je tohto procesu schopna (napr. vacsina biovarov P. fluorescens). Kultivacia
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rodu je nendrocnda, vacSina druhov nevyZaduje zvlastne rastové faktory a z hladiska
metabolizmu ide prevazne o druhy chemoorganotrofné, len niektoré druhy st chemolitotrofné
so schopnostou vyuzivat ako zdroj energie Hz alebo CO; (Timmis, 2002; Sedlacek, 2007; Rehm,
2008; Bednar et al., 2009).

Zastupcovia rodu Pseudomonas su schopni aerobnej degradacie uhl'ovodikov a ich derivatov,
ktoré sa do prostredia dostavaju predovSetkym ako findlne produkty priemyslu. Vel'ka cast
tychto latok moéze byt pseudomonadami vyuzitd ako zdroj uhlika. Schopnost utilizacie
najroznejSich uhlovodikov (predovSetkym aromatickych) je zvelkej casti sprostredkovana
pomocou enzymov oxygenaz, ktoré su kédované génmi nesenymi plazmidmi. K najzndme;jsim
znich patria plazmidy, ktoré boli nazvané podla génov zaistujucich degradaciu Specifickych
latok: plazmidy TOL (rozklad toluénu, m-xylénu a p-xylénu), CAM (rozklad kafru), NAH (rozklad
naftalénu), SAL (rozklad salicylatu) a OCT (rozklad n-oktanov) (Baldwin et al.,, 2003). Vd'aka
moznosti horizontalneho prenosu plazmidov, a to i medzi celkom nepribuznymi rodmi baktérii,
dochadza k zvySovaniu poctu druhov s uvedenymi degradacnymi schopnostami (Akhmetov et
al,, 2008). Pseudomonady st schopné degradovat i zliCeniny halogénované, napriek tomu, Ze st
tieto latky velmi toxické a v prostredi ¢asto perzistuju. Tento proces je sprostredkovany
produkciou dehalogenaz, enzymov Stiepiacich halogén-uhlikovii vdzbu halogénovych
substituentov - halogénaromatov, halogénalkanov, halogénalkoholov a halogénalkanovych
kyselin. Ich rozklad vSak prebieha vel'mi pomaly, a to v aer6bnom i anaerébnom prostredi

(Fetzner a Lingens, 1994).

Rychlost mikrobiadlnej degradacie ropnych uhl'ovodikov je ovplyvnend mnohymi faktormi, ktoré
maju priamo ¢i nepriamo dopad na rast a metabolizmus mikrobialnej populacie. Pre rozklad
tychto latok je rozhodujuci ich fyzikalny stav - knajintenzivnejSej degradacii dochadza na
rozhrani fazy voda - uhl'ovodik. Dal$imi abiotickymi faktormi ovplyviiujicimi biodegradaciu st
teplota, alkalita Ci acidita, vlhkost prostredia, dostupnost inych zdrojov uhlikov, rastovych

faktorov, dusika a fosforu (Horakova, 2000).

Charakteristickym a historicky vyznamnym taxonomickym znakom vacsiny pseudomonad je
produkcia pigmentov. Fluorescentné pseudomonady tvoria majoritnua ¢ast rodu Pseudomonas -
skupinu I (podla rRNA homolégie). Tato skupina zahffia vyznamné druhy schopné
biodegradacie Sirokej Skaly zlicenin a produkcie biotechnologicky doélezitych latok (obsahuje
znamy kmen P. putida). Zastupci rodu Pseudomonas produkuju celkovo 4 typy fenazinovych
pigmentov (pyocyanin, pyorubin, chlororafin, oxifenazin) a pyoverdin (nazyvany tiez
fluorescein) (Garrity et al., 2005). Najzndmej$im zo vSetkych pigmentov rodu Pseudomonas je
derivat fenazinu - pyocyanin, ktory je dobre rozpustny vo vode, ma modrozelent farbu a méze

difundovat’ z bakterilnej kolénie do okolitého média. Dalsie fenazinové pigmenty si menej

86



Petkova & Jurkovi¢ & Vojtkova © 2016

rozpustné a niekedy krystalizuji okolo koldnie, napr. zeleny chlororafin, ktory je produkovany
kmetiom P. chlororaphis (obr. 20). Zltozelené pyoverdiny (syn. fluoresceiny) st druhovo
Specifickymi farbivami, lebo kazdy druh z fluorescen¢nych pseudomonad produkuje pyoverdin
so Specifickym aminokyselinovym zloZenim. Tieto farbiva su taktiez délezitymi pigmentami
z hl'adiska fyziol6gie, lebo st hojne produkované v médiach s nizkym obsahom Zeleza, kde tvoria
tzv. sideroféry - zliceniny chelatizujice Zelezo (Meyer et al, 2007). Ich fluorescencia sa
pohybuje od bieleho az k modrozelenému sfarbeniu, v zavislosti na vinovej dizke UV Ziarenia
(vlnova dizka pre max. excitaciu elektrénov sa pohybuje okolo 400 nm, vaésina fluorescenénych
pigmentov je v$ak schopna intenzivnej fluorescencie i pri nizsej vinovej dizke). Tato vlastnost sa
pouziva k odliSeniu pyoverdinu od inych fluorescen¢nych pigmentov. Pri niektorych druhoch sa
tvoria pigmenty, ktoré nie su rozpustné vo vode, ale zotrvavaju asociované s bunkovymi
Struktirami. Tieto pigmenty sa zvycajne nazyvaju karotenoidné a boli dokdzané u P. mendocina,

P. alcaligenes a u kmena P. paucimobilis (Jenkis et al., 1979; O’Leary, 1989).

Obr. 20 Pseudomonas chlororaphis ZK-
1 s produkciou oranZového pigmentu
fenazinu (fenazin-1-karboxylat) na
trypton-séjovom agare (M290, HiMedia
Laboratories, India)

Uvedené bakteridlne farbivd moéZu mat antibiotické ¢i protektivne ucinky - moZu fungovat ako
ochrana proti UV Ziareniu ¢i posobeniu inych mikroorganizmov (O'Sullivan a O'Gara, 1992;
Rekha et al, 2010). Aj ked’ u niektorych pigmentov nebola ich funkcia doposial' celkom
objasnend, mo6Ze byt ich produkcia velmi délezitym diagnostickym znakom, ktory koreluje

s inymi taxonomickymi vlastnostami tejto bakterialnej skupiny (Garrity et al., 2005).

Patogenita baktérii Pseudomonas

Patogenita baktérii Pseudomonas je v priamej suvislosti so vSeobecnym rozsirenim tohto
bakteridlneho rodu. Tieto baktérie su ¢astym predstavitelom nozokomidlnych nakaz, ktoré sa
Siria v nemocni¢nych zariadeniach (Hynie, 2001; Votava, 2006). Na patogenite sa zo strany
mikroba uplatiuju faktory viazané na bakteridlnu bunku (lipofilné povrchové vrstvy,
extracelularne polysacharidy, membranové lipopolysacharidy) i extraceluldrne produkty

baktérii (enzymy, toxiny, bakteridlne pigmenty).
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Rod Pseudomonas tvori mukoidné kmene, ktorych extracelularny polysacharid alginat sa tvori
v enormnom mnozstve, obal'uje celé mikrokolénie baktérii a ucCinne ich tak chrani pred
obrannymi mechanizmami hostitel'a. S lipopolysacharidovymi komplexami st spojené typovo

Specifické antigény, protilatky proti nim posobia ako opsoniny (Watson et al., 1994).

Medzi extraceluldrnymi enzymami pseudomonad sa v patogenite uplatiiuju hlavne proteolytické
enzymy Stiepiace kazein, fibrin, elastin a kolagén. Proteolytické enzymy poSkodzuju steny
drobnych ciev, ¢im vyvolavaju hemoragiu az nekrdzy, inaktivuju zlozky komplementu, a tym
brania ozonizacii, lebo inhibuji fagocytézu (Bednar et al, 2009). U niektorych kmenov
pseudomonad sa mézZu toxicky prejavovat i produkované pigmenty - napr. pyocyanin sa
uplatiiuje ako inhibitor mitochondridlnych enzymov, znizuje pohyb riasiniek, a tym zhorsuje
regenerdaciu sliznice dychacich ciest (Ran et al.,, 2003; Lau et al., 2004). Pyocyanin je pigment
modro-zelenej farby, ktory produkuje az 60 % kmenov a je zodpovedny napr. za charakteristické

sfarbenie hnisu v infikovanej rane.

U pseudomonad sa uvadza taktiez produkcia dalSich exotoxinov s vyraznou cytotoxickou
aktivitou porusujucou bunkové membrany hostitela a zvySujtce ich permeabilitu (Seetharam et
al, 1991; Gallant et al., 2000; Morlon-Guyot et al., 2009). Prikladom je produkcia leukocidinu
(Scharmann, 1976).

Medzi pseudomonady s preukdzanou patogénnou aktivitou sd radené kmene P. aeruginosa,
P. fluorescens, P. luteola, P. maltophilia, P. monteilii, P. putida, menej Casto taktiez P. Pickettii
a P. oryzihabitans. Kmene s preukdzanou patogénnou aktivitou su obvykle vysoko virulentné
a rezistentné na antibiotika, dokonca u niekol'kych kmenov je uvddzand ich agresivna povaha
(Wertheim a Markovitz 1992). Preto sa velmi casto pseudomonadové infekcie liecia

kombinaciou dvoch a viac antibiotik (Bednar et al., 2009).

Taxonomia baktérii rodu Pseudomonas

Rod Pseudomonas, ktory bol prvykrat popisany v roku 1894 ako rod gramnegativnych,
ty¢inkovitych, polarne-bicikatych mikroorganizmov so striktne anaerobnym metabolizmom
(Migula, 1894; Migula 1900), prechadzal po taxonomickej strdnke radou zmien. Ako vel'mi
heterogénna skupina baktérii bol tento rod v minulosti niekol'’kokrat reklasifikovany na zaklade
fenotypovych vlastnosti (Sneath et al,, 1981) i chemotaxonomickych dat (Oyaizu a Komagata,
1983; Vancanneyt et al, 1996). P6vodne boli ¢lenovia rodu Pseudomonas rozptyleni po celej
triede Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria a Gammaproteobacteria (Palleroni, 1984), avsak

teraz je ich vyskyt obmedzeny vyhradne na skupinu Gammaproteobacteria (s P. aeruginosa ako
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typovym druhom); zastupcovia zo skupiny Alphaproteobacteria a Betaproteobacteria boli

postupne prevedeni do inych rodov (Kersters et al.,, 1996, Anzai et al., 2000).

Moderna taxonémia celého rodu, vychadzajica z DNA-DNA hybridizacnych technik a metod
génovej sekvencnej podobnosti molekil 16S rRNA (Anzai et al., 2000), bola zakladom
opakovanych identifikacnych revizii, ktoré wukazali znacnd variabilitu medzi doposial
popisanymi druhmi (Palleroni et al, 1973; Krieg a Holt, 1984). Tento rozsiahly stupeni
heterogenity medzi star$imi zastupcami rodu Pseudomonas sa prejavuje existenciou vzdialene
pribuznych druhov, ktoré boli postupne reidentifikované a uvedené do existujicich alebo novo
definovanych rodov. Tieto analyzy a taxonomické prestavby urcili zakladné druhy skupiny I
zahfnajuce typové druhy P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida a P. syringae, pdvodne
popisované ako druhy fylogeneticky homogénnej skupiny Pseudomonas sensu stricto (v uZSom
slova zmysle) (Palleroni, 1992; Moore et al., 1996). Povodne zaradené druhy do skupiny II az IV
boli postupne reklasifikované do rodov Brevundimonas, Sphingomonas, Burkholderia, Ralstonia,
Aminobacter, Comamonas, Acidovorax, Hydrogenophaga, Telluria a Stenotrophomonas (Palleroni,
1993; Holloway, 1996; Kersters et al,, 1996). Tato klasifikacia je celkom v stulade snovymi
pohl'admi a fylogenetickymi informaciami ziskanymi na zdklade vysledkov sekvencnych stadii
molekul 16S rRNA uvedenych v Ribosomal Database Project (Maidack et al., 1996). Moderna
taxon6mia zaloZena na molekuldrnych sekvenciach 16S rRNA uvadza rod Pseudomonas, ktory
bol pévodne oznacovany ako typ I (skor fluorescen¢na skupina pseudomonad) s podskupinami
Acinetobacter a Teredinibacter. V bezprostrednej blizkosti fylogenetickej vetve st potom
umiestnené rody Oceanospirillum a Colwellia. Tato molekularna definicia rodu Pseudomonas
vychddza z genotypizacie pomocou molekil 16S rRNA a moZe byt pouzitd ako zadklad
Specifického taxonomického pristupu pre tento rod. Existujica nomenklatira rodu je uvedena
v List of prokaryotic names with standing in nomenclature a je dostupna online z webového

portalu http://www.bacterio.net/p/pseudomonas.html.

V sucasnosti platné taxonomické radenie rodu Pseudomonas vychadza z doposial zndmych

publikovanych stadii (Palleroni, 1992; Garrity et al., 2015; databaza GenBank):

Doména: Bacteria
Kmen: Proteobacteria
Trieda: Gammaproteobacteria
Rad: Pseudomonadales
Cel'ad’: Pseudomonadaceae
Rod: Pseudomonas

Prave kvoli vysSie uvedenym charakteristikdm bola uc¢innost rodu Pseudomonas hodnotena
vuvolniovani As z reprezentativnych vzoriek technozemi v modelovej lokalite Zemianske

Kostol'any realizaciou bioldhovacich experimentov..
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Bioltihovanie arzénu pdésobenim autochténnej mikrofléry a kmeria Pseudomonas

chlororaphis ZK-1

Bakterialny kmen Pseudomonas chlororaphis je vSeobecne povazovany za velmi adaptabilny
druh pseudomonad. Vysoka biologickd rozmanitost u tohto druhu je charakterizovana
kvalitativnymi a kvantitativnymi rozdielmi v mnoZzstve fenotypovych variant, ktoré su opisované
na prikladoch zmien ,divokych“ S-fenotypov na R-fenotypy alebo viac pigmentované P-fenotypy.
Tieto zmeny boli zistené v suvislosti so zmenou zloZenia prostredia, so zmenou obsahu zivin
v médiach i s chemickou aktivitou anabiéznych autoinduktorov, podporujucich vysoky stupen

zachovania zivotaschopnosti buniek v stresujicom prostredi (Muliukin et al., 2008).

Bakterialny rod presiel za posledné obdobie celou radou taxonomickych zmien. Bakteridlny
kmen P. chlororaphis spolu s kmenom P. aurantiaca a P. aureofaciens boli povazované az do roku
1989 za samostatné druhy rodu Pseudomonas (Johnson a Palleroni, 1989). Nasledné
molekularno-genetické analyzy preukazali, Ze typovy kmen P. chlororaphis (DSM 50083T)
vykazuje 99,5 % genovd sekvencénd podobnost ku kmenu P. aurantiaca (NCIMB 10068T)
a P. aureofaciens (DSM 6698T) (Peix et al., 2007). Vysledky analyz mastnych kyselin a d'alSich
fenotypovych znakov ukazali, Ze tieto kmene spolu Uizko suvisia, i ked medzi nimi existuju isté
rozdiely. Vsetky tieto vysledky potvrdili predchadzajice reklasifikacné pokusy a nakoniec
vyustili do taxonomického preradenia druhu P. aurantiaca a P. aureofaciens pod jediny
bakteridlny druh - P. chlororaphis s tromi samostatnymi poddruhmi, pre ktoré boli navrhnuté
nasledujice nazvy: P. chlororaphis subsp. chlororaphis s typovym kmenom DSM 500837
(= ATCC 94467 = NCIMB 9392T), P. chlororaphis subsp. aureofaciens s typovym kmetiom DSM
6698T (= ATCC 13985T = NCIMB 9030T) a P. chlororaphis subsp. aurantiaca s typovym kmenom
NCIMB 10068T (= ATCC 33663T = CIP 106718T) (Peix et al., 2007).

Pseudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca bol prvykrat izolovany v roku 2009 z povrchu
stoniek cukrovej trstiny rasticej v Pakistane (Mehnaz et al., 2009). Identifikacia kmena prebehla
na zaklade sekvencnej analyzy 16S rDNA, nasledne boli skimané fyziologické a biochemické
vlastnosti. Potvrdilo sa, Ze bunky tejto baktérie produkuju dva hlavné difuzibilné pigmenty
zelenej a oranzovej farby, ktoré spdésobuju typické sfarbenie bakteridlnych kolénii. V okoli

kolénii sa Zivné médium sfarbuje na zeleno s prejavom fluorescencie pod UV lampou.

Taktiez sa preukazalo, Zze kmen mdze sluzit ako prirodny zdroj latok proti hubovym
fytopatogénom, a to predovSetkym z rodu Fusarium a Colletotrichum (Tombolini et al., 1999;
Chin-A-Woeng et al., 2000; Shepelevich et al., 2012). V metabolickych produktoch baktérii boli
identifikované dve skupiny bioaktivnych latok, z ktorych jedna je zodpovedna za
antimikrobidlny G¢inok a druhd za antifungialnu aktivitu. Tato latka je v sticasnosti skimana ako

novy fungicidny pripravok. Za d'alSie antifungidlne metabolity boli identifikované taktiez
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fenazin-1-karboxylova kyselina, 2-hydroxyfenazin a N-hexanoyl-homoserin laktén (Feklistova
a Maksimova, 2008; Mehnaz et al, 2009). Okrem vysSie uvedenych latok produkuje kmen
i kyselinu indoloctovt a sideroféry (Mandryk et al., 2007).

Hoci je kmeinl povaZzovany za ucinny biokontrolny mikroorganizmus v boji proti niektorym
hubadm (Mark et al, 2006; Liu et al, 2007b), jeho patogenita nebola doposial' spolahlivo
preskimana. Preto je vSeobecne povazovany za nepatogénny bakterialny druh. Agentira na
ochranu zivotného prostredia uvadza, Ze ,,Pseudomonas chlororaphis nepreukazuje toxicitu alebo
patogenitu pre cloveka, volne Zijice zivocichy alebo Zivotné prostredie (EPA, 2009). Avsak,
znadme su vedecké Stadie predkladajice izolaty P. chlororaphis ako rybie patogény s pomerne

vysokou mortalitou (Hatai et al., 1975).

Bakteridlny kmen Pseudomonas chlororaphis ZK-1 je novym izolovanym a identifikovanym
autochtonnym kmeniom z pochovanych antropogénnych sedimentov z lokality Zemianske

Kostol'any, kde obsah As dosahoval 230 mg.kg-1.

Genotypovd charakteristika kmeria P. chlororaphis ZK-1

Ribotypizacia realizovana pomocou endonukledzy Alul odhalila identitu medzi kmeifiom
P. chlororaphis ZK-1 abakteridlnym kmenom Pseudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca.
Ziskana sekvencia bola vloZena do databazy GenBank pod pristupovym cislom KJ541675.
Najbliz§im taxonomicky pribuznym kmetiom bol zisteny izolat P. chlororaphis zong1 (Zhao et al.,
2013), ktory bol zisteny ako endofyticky kmen z hltiz na korenoch strukoviny Sophora
alopecuroides. Taxonomicka pozicia kmena P. chlororaphis ZK-1 v podobe fylogenetického
stromu, ktory obsahuje vSetky typy susednych pseudomonad s podobnostnou uroviiou nad

98,5 % je znazornena na obr. 21.

ga [ Pseudomonas chlororaphis subsp. aureofaciens strain'NBRC3522 AB680100.1.99%
3 — Pseudomonas chlororaphis subsp. aureofaciens strain:LMG5832.1.99%
4’]‘— FPseudomonas chlororaphis strain;30-84, FJ652607.1.99%
4 Pseudomonas chlororaphis subsp. aureofaciens strain'NBRC3524 ABGB0102.1.99%
Pseudomonas chiororaphis subsp. aureofaciens straintNBRC3523.AB680101.1.99%
Pseudomonas chiororaphis strain:BS1393.FJ652609.1.99%
Pseutlomonas chlororaphis subsp. aurantiaca strain:Pr7 HG000011.1.99%

26

25 — Pseudomonas fluorescens strain:B8.KF010366.1.89%
54 = Pseudomonas sp. BIHB989.JFT66687.1.99%

Pseudomonas chiororaphis strain ZK-1 KJ541675
86 — Pseudomonas chlororaphis strain:zong1.HM241942.1.99%

Obr. 21 Fylogeneticky strom znazornujuci pribuznost 16S rRNA sekvencie druhu Pseudomonas
chlororaphis ZK-1 s najblizs§imi druhmi v databaze GenBank
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Fenotypovad charakteristika kmeria P. chlororaphis ZK-1

Morfologicky vykazuje baktéria gramnegativny typ bunky tycinkovitého tvaru, pohyblivé,
jednotlivo aj v nepravidelnych zhlukoch. Kmen tvori gulaté, hladké, lesklé a ploché kolonie so
zahustenym stredom, 1 - 2 mm v priemere. Okraj je suvisly, slizovitej konzistencie, oranzZovej
farby svyraznou difundaciou farbiva do okolitého média (obr. 22). Zistilo sa, Ze po 3 az 4
inokulaciach na agarovom nutri¢nom médiu sa produkcia oranzového farbiva vyrazne zniZuje
a dochddza k rastu koldénii bez pigmentacie, ktorych vyskyt je pravdepodobne spojeny

s muticiou bakteridlneho kmena.

Obr. 22 Tvar a farba kolénii P. chlororaphis ZK-1 na pevnych agarovych médiach: Mueller-Hinton
agar (M137, HiMedia Laboratories, India) a krvny agar so 7 % defibrovanou krvou z barana
(servisna priprava, LabMediaServis, Ceska republika)

Pozitivne biochemické testy: kataldza, kyselina z glukézy oxidativne, rast pri 37°C, produkcia
fluoresceinu a fenazinu, arginin dihydrolaza, Simmons test, OF test, malonat sodny, hydrolyza
Zelatiny, Tweenu 80, kaseinu, tyrozinu a lecitinu, Kkyselina z mannitolu, fruktézy, xylozy

a maltozy, oxidaza, hemolyza.

Negativne biochemické testy: kyselina z glukozy fermentativne, acetamid, redukcia nitratov,
redukcia nitritov, hydrolyza Skrobu a eskulinu, ONPG, DNA, dekarboxylacia lyzinu,

dekarboxylacia ornitinu, ureaza, rast v pritomnosti 6,5% NaCl.

Podrobnejsie vysledky biochemickej fenotypizacie s vyuZitim pristroja Biolog™ MicroStation

(MicroLoglll 4.20.05) st prehl'adne uvedené v tab. 22.
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Tab. 22 Vybrané fenotypové vlastnosti druhov P. chlororaphis ZK-1

Biochemické charakteristiky P. chlororaphis ZK-1

Farbenie podl'a Grama (*) -

Farba kolénie (*) oranzova
Rast pri 4°C +
Rast pri 37°C +
Rast pri 41°C -
Pigmentacia (*) +
Produkcia fluoresceinu +

Pyocyanin (**) -
Rast v NaCl (6,5 % NaCl ) -

Hydrolyza Tweenu 80 +
Hydrolyza skrobu -
Hydrolyza Zelatiny +
Hydrolyza kazeinu +

Redukcia dusi¢nanov -

L-arabindza +
D-glukéza +
Kyselina z xylozy +
D-mandza +
D-galakt6za +
D-frukto6za +

L-rhamnoéza -

D-trehaldza +
Sacharéza +
Maltéza -
L-alanin +

(*) farba kolénie a produkcia pigmentov overena na zakladnom zivnom médiu Trypton soya
agar (HiMedia Laboratories, India)
(**) produkcia pigmentu pyocyaninu overena na médiu King A (HiMedia Laboratories, India)

Charakteristika rezistencie kmena P. chlororaphis ZK-1

Senzitivita voci ATB: kmen bol citlivy na amikacin, aztreonam, karbenicilin, cefepim, cefotaxim,
ciprofloxacin, ko-trimoxazol, doxycyklin, gatifloxacin (v CR doposial neregistrované),
gentamicin, kanamycin, levofloxacin, mezlocilin, netilmicin (netilin), norfloxacin, ofloxacin,

roxitromycin, tetracyklin a tobramycin.

Rezistencia voCi ATB: z testovanych antibiotik bol kmen rezistentny voci antibiotikam ampicilin,
bacitracin, cefalexin, erytromycin, lomefloxacin, meropenem, penicilin - G, streptomycin,

tikarcilin, vankomycin (obr. 23).
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Rezistencia voc¢i kovom: vel'mi vysoka rezistencia

(2 10 mM.I1) vo¢i iénom Co2+, Cu?+, Fe?+, Li,

Mg2+’

rezistencia voci As3+, Cr#+, Hg?+, Pb2+.

Niz+ (obr. 24), Zn?*, ako aj

vysoka

Obr. 23 Testovanie rezistencie
P. chlororraphis ZK-1 voéi ATB
pomocou multidisku (HiMedia

Laboratories, India)

Obr. 24. Skuska rezistencie k ionom NiZ*: kontrolna inokulacia na trypton-séjovom agare
(M290, HiMedia Laboratories, India)

Vplyv inokuldcie kmeria P. chlororaphis ZK-1 na uvolriovanie As

Vplyvom posilnenia autochténnej mikrofléry inokulovanym kmenom Pseudomonas chlororaphis

ZK-1 sa podiel uvolneného arzénu pohyboval vrozmedzi 1,71 - 13,62 hm. % z celkovych

obsahov v zavislosti od vzorky (tab. 23). Najvyraznejsi vplyv pridanej kultiry sa prejavil vo

vybranych vzorkach €. 2 a 3, kde G¢innost uvol'nenia arzénu do roztoku bola az 2-nasobne vyssia

oproti kontrolnym vyluhom, ktoré obsahovali iba p6dny substrat a zivné médium. V pripade

vzorky €. 1 sa viac prejavilo pdsobenie samotnej autochtonnej mikrofléry ako kmeiia.

94



Petkova & Jurkovi¢ & Vojtkova © 2016

Tab. 23 Vysledky bioldhovania As z pddno-popolovych substratov po inokulacii kmena
Pseudomonas chlororaphis ZK-1 (priemerné hodnoty)

Vzorka ASror Mnoistvo’uvol’neného arzénu Obsah a!rzénu v kontrolnych
vo vyluhoch (n = 4) vyluhoch*(n = 1)
mg.kg1 pg.lt mg.kg! % pg.lt mg.kg! %
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

* posobenie samotnej autochténnej mikrofléry, kontrolné vyluhy obsahovali len vzorku
substratu zaliatu ¢istym zivnym médiom bez bakteridlneho inokula

Biolithovanie As pésobenim autochténnej mikrofléory a kmeria Pseudomonas putida ZK-5
(biotyp A)

Pseudmonas putida je kozmopolitny bakteridlny druh, ktorého vyskyt je bezny vo vode i v pode.
Kmen byva taktiez izolovany z Klinickych materialov, ako sd napr. hlieny a mo¢ (Bendar et al,,
2009). Kmen je radeny medzi fluorescentné pseudomonady, pretoZe produkuje fluorescein
(pyoverdin), avSak neprodukuje Ziadne fenazinové pigmenty. Od ostatnych fluorescen¢nych
pseudomonad sa P. putida odliSuje taktieZ rozdielnou schopnostou rastu v zavislosti na teplote -
dokaze rast pri 4 °C, Co predstavuje riziko rastu v chladiacich zariadeniach, a hrozi tak
nebezpecenstvo kontaminacie krvnych i inych transfazii. Od P. aeruginosa a P. fluorescens sa
tento druh odlisuje neschopnostou ztekucovat Zelatinu a dobrym rastom na vyss$ich aminoch -
benzylamine, butylamine, a-amylamine (obzvlast rast na benzylamine je charakteristicky
a odliSuje kmen P. putida od morfologicky velmi podobného kmetia P. fluorescens, ktory na iom
nerastie) (Jedlickova, 1981; Sleigh a Timbury, 1990; Bednar et al, 2009). P. putida patri
k bakteridlnym kmenom s vysokou schopnostou horizontalnej vymeny génov, preto je tento
druh schopny degradovat velké mnoZstvo organickych i anorganickych latok a je dnes
najznamejSou pseudomonddou vyuzivanou k praktickému odstraneniu réznych kovov
z kontaminovaného prostredia (Sharma, 2005). Stanier et al. (1966) deli tento druh do dvoch
biotypov. Pri biotype A nie je jednoznacny rast pri 4°C (tato schopnost rastu vSak bola
preukazana len u 11 kmeniov z celkovych 32 radenych do tejto skupiny). Pri 4 °C rastd vSetky
kmene biotypu B. Biotyp B nedokaZe, na rozdiel od biotypu A, utilizovat’ nikotinat, avsak rastie
na médiach s pridavkom L-tryptofanu, L-kynureninu a antranilatu. VSeobecne mozno povazovat
biotyp B za univerzalnejsi kmen, ktory dokaZe spracovavat ovela SirSie spektrum
kontaminujucich latok oproti biotypu A (galakt6za, fenol, salicylat, naftalén, a d'alSie) (Stanier et

al, 1966).
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Kmen Pseudmonas putida ZK-5, ktory zodpoveda biotypu A, je taktieZ novym izolovanym
aidentifikovanym autochtonnym izoldtom 2z pochovanych antropogénnych sedimentov

na lokalite Zemianske Kostol'any zo vzorky s obsahom As 264 mg.kg-1.

Genotypovd charakteristika kmeria P. putida ZK-5

Taxonomizacia na zaklade 16S rRNA preukazala, Ze najbliZzSim doposial' identifikovanym
kmenom je P. putida PCL 1759. Tento kmen bol opisany ako novy biokontrolny izolat v roku
2007 (Validov et al., 2007). Kmen bol izolovany zrhizosféry rajciat s cielom najst vyznamné
druhy baktérii a popisat ich vzajomné biotické vztahy zaistujice prirodzenu biologickti ochranu
rastlin svyhl'adom na ich buduice aplikdcie vmodernej zahradnickej praxi. Taxonomické

postavenie kmeinia na zaklade dostupnych vysledkov v databaze GenBank uvadza obr. 25.

35 I: Pseudomonas oryzihabitans strainch-2 KC 138422 1.89%
21

Pssudomonas sp. REm-amp_189.JX899644 .1.99%

34 Pseudomonas oryzihabitans strain:CY04.JX082200.1,99%

Pseudomonas putida strain 1A4 . KC128883.1.99%

Uncultured Pseudomonas sp. Clone54.EU135786.1.99%

Bacterium EAB-2EF36.11 EU149206.1.99%

67 Pseudomonas putida strain ZK-5 KJ541676

Pseudomonas putida strain:PCL1759.DQ313382.1.99%

a7 FPsasudomonas metavorans AB302395.1.99%

a5 { Pseudomonas putida straincAFUM4, KC195907.1.99%
Fi

FPsaudamonas putida strain:FUM24 KC195886.1.99%

Obr. 25 Fylogeneticky strom znazornujici pribuznost 16S rRNA sekvencii druhu Pseudomonas

putida ZK-5 s najbliz$imi druhmi v databaze GenBank

Identifikovany kmen Pseudomonas putida ZK-5 ma biele sfarbenie, gul'até, hladké, lesklé
aploché bunky s mierne nepravidelnym okrajom. Patri medzi gram-negativne baktérie
s niekol’kymi polarnymi bi¢ikmi pre pohyb, ktoré vyuzivaji aerébny metabolizmus (Harwood et
al, 1989). Druh je vyznamny pre Zivotné prostredie vd'aka svojmu metabolizmu a schopnosti
rastu v pobddach asedimentoch Kkontaminovanych vysokymi obsahmi tazkych kovov

a organickych zlicenin (Wu et al,, 2011).

Fenotypova charakteristika kmena P. putida ZK-5

Morfologicky vykazuje baktéria gramnegativny typ bunky a tvoria pohyblivé kokotycinky az
tyc¢inky, ktoré sa vyskytuja jednotlivo i v nepravidelnych zhlukoch. Koldnie su gul'até, hladké,
lesklé, ploché a krémové s mierne nepravidelnym okrajom. Konzistencia je mazlava a slizovita

(obr. 26, 27).
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Obr. 26 Morfoldgia kolonii kmena P. putida ZK-5 na kultiva¢nych podach: zl'ava hore krvny agar
so 7 % defibrovanou krvou z barana (servisna priprava, LabMediaServis, Ceska republika), vpravo
hore M137 Mueller-Hinton agar, zl'ava dole M290 trypton-séjovy agar a vpravo dole MV581 glukézovy
agar s krysStalovou violetou (HiMedia Laboratories, Indie)

Obr. 27 Rast kolénii po viacbodovej inokulacii izolatu ZK-5 na kultivaénych médiach: zl'ava
M137 Mueller-Hinton agar, M290 trypton-s6jovy agar a M134 krvny agar (HiMedia Laboratories,
India)

Pozitivne biochemické testy: produkcia kataldz a oxidaz, kyselina z gluk6zy oxidativne, rast pri
37 °C, arginin dihydrolaza, Simmons test, OF test, hydrolyza tyrozinu, kyselina z fruktozy

a xylozy, rast v pritomnosti 6,5% NaCl .

Negativne biochemické testy: kyselina z glukézy fermentativne, acetamid, redukcia nitratov,
produkcia fluoresceinu, redukcia nitritov, hydrolyza Zelatiny, Skrobu, Tweenu 80, kazeinu,
lecitinu a eskulinu, ONPG, DNA, dekarboxylacia lyzinu, dekarboxylacia ornitinu, ureaza, kyselina

z maltézy a mannitolu, hemolyza.

Podrobnejsie vysledky biochemickej fenotypizacie s vyuzitim pristroja Biolog™ MicroStation

(MicroLoglll 4.20.05) sd prehl'adne uvedené v tab. 24.
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Tab. 24 Vybrané fenotypové vlastnosti P. putida ZK-5

Biochemické charakteristiky P. putida ZK-5

Farbenie podl'a Grama (*) -

Farba kolénie (*) biela
Rast pri 4°C +
Rast pri 37°C +
Rast pri41°C -

Pigmentacia (*) -
Produkcia fluoresceinu -
Pyocyanin (**) -
Rast v NaCl (6,5 % NaCl) +
Hydrolyza Tweenu 80 -
Hydrolyza Skrobu -
Hydrolyza Zelatiny -
Hydrolyza kazeinu -
Redukcia dusi¢nanov -

L-arabinéza -

D-glukéza +
Kyselina z xylozy +
D-manéza +

D-galaktéza -
D-fruktéza +
L-rhamnéza -
D-trehaldza -
Sacharéza -
Maltdza -

L-alanin +

(*) farba kolénie a produkcia pigmentov overend na zdkladnom Zivnom médiu Trypton soya
agar (HiMedia Laboratories, India)
(**) produkcia pigmentu pyocyaninu overend na médiu King A (HiMedia Laboratories, India)

Charakteristika rezistencie kmena P. putida ZK-5

Senzitivita vo¢i ATB: kmen preukazal vel'mi vysoku citlivost (senzitivitu) voCi antibiotikam
amikacin, karbenicilin, cefotaxin, ceftazidim, ceftizoxim, ceftriaxon, doxycyklin, gatifloxacin (v CR
doposial’ neregistrovany), gentamicin, imipenem, kanamycin, levofloxacin, netilmicin (netilin),

ofloxacin, roxitromycin, streptomycin, tetracyklin, tobramycin.

Rezistencia voci ATB: z testovanych antibiotik bol kmen rezistentny voci antibiotikam ampicilin,
bacitracin, cefalexin, erytromycin, Kko-trimoxazol, lomefloxacin, meropenem, vankomycin,

penicilin - G.
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Rezistencia voci kovom: velmi vysoka rezistencia (2 10 mM/1) voci ibnom Li+, Mg2+, Ni2+, a vysoka

rezistencia voci As3+, Cr#+, Fe2-.
Vplyv inokuldcie kmeria P. putida ZK-5 na uvoliiovanie As

Ué¢innost’ lthovania arzénu v skimanych substratoch pésobenim autochténnej mikroflory
posilnenej biolihovacimi schopnostami kmena Pseudomonas putida ZK-5 bola vyssia ako
v pripade experimentu s P. chlororaphis ZK-1 a pohybovala sa v rozmedzi 4,03 - 18,55 hm. %
(tab. 25). V pripade druhu P. putida ZK-5 bol vsak pozoruhodny vplyv naockovaného kmena
oproti len samotnej autochténnej mikroflére. Naockovanim vzoriek kmenom P. putida ZK-5 sa

uvolnilo v priemere takmer 2-nasobne viac arzénu ako posobenim iba autochténnych druhov.

Tab. 25 Vysledky bioldhovania As z pddno-popolovych substratov po inokulacii kmena
Pseudomonas putida ZK-5 (priemerné hodnoty)

Vzorka ASror MnoZstvo ,uvol'neného arzénu vo Obsah a}rzénu v kontrolnych
vyluhoch (n = 4) vyluhoch*(n = 1)
mg.kg1 pglt mg.kg! % pglt mg.kg1 %
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

* posobenie samotnej autochténnej mikrofléry, kontrolné vyluhy obsahovali len vzorku
substratu zaliatu ¢istym zivnym médiom bez bakteridlneho inokula

Novou a aktualnou problematikou je aj vyznam rodu Pseudomonas v biovolatilizacii. Zhang et al.
(2012) izolovali z morského prostredia baktériu Pseudomonas putida SP1, ktora preukazala
vysoku hladinu rezistencie voci ortuti i d'alsim kovom (Co, Cd, Cu, Cr, Pb, Zn) a taktiez voci
antibiotikam. Z vysledkov volatilizacnych testov s vyuzitim atémovej absorpcnej spektrometrie
autori uvadzaju, Ze izolovany kmen P. putida SP1 mo6ze volatilizovat’ takmer 100 % z celkovej
ortuti, ktorej bol kmen vystaveny. Uvedené vysledky sud prakticky vyznamné pre Stidium

bioremediacie morského prostredia.

Podiel kmenia Pseudomonas stutzeri NT-1 na biotransformacii selénu uvadza Kagami et al.
(2013). Ziskané vysledky porovnavaju autori sucinnostou dalSich bakteridlnych kmenov.
V tejto studii bolo preukazané, ze kmen P. stutzeri NT-1 je schopny relevantnej biovolatilizacie
selénu prostrednictvom metylovanych zliCenin v niekol'konasobne vy$Sej miere ako

porovnavané bakteridlne druhy. Baktéria NT-1 transformovala selén na zlaceniny
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dimetyldiselenid a dimetylselenid. Oxida¢ny stupent selénu nemal vplyv na vysledok

biovolatilizacného procesu.

V roku 2013 Chen et al. predlozili stidiu, ktorej cielom bolo vyuzitie transgénneho kmena
P. putida KT2440 k odstraneniu toxického arzénu z kontaminovanej pédy (Chen et al,, 2013).
Genotyp kmenia P. putida KT2440 bol modifikovany vlozenim transgénu arsM pre expresiu
enzymu S-adenozylmetionin-methyl-transferazy pévodom zo zelenej riasy Chlamydomonas
reinhardtii. Rekombinantna baktéria vyraznym sposobom metylovala anorganicky arzén na jeho
menej toxické organozliceniny. Vysledky tejto Stidie si vyznamné pre bioremediaciu arzénu

v oblasti zivotného prostredia a zniZenia mnoZstva arzénu v potravinach.

Prehl'ad dalSich kmenov rodu Pseudomonas, ktoré boli doposial Studované v suvislosti

s biovolatilizacnymi procesmi uvadza tab. 26.

Tab. 26 Prehl'ad bakterialnych kmenov Pseudomonas a ich vyuzitie k biovolatilizacii toxickych
kovov

Biovolatilizované

Bakterialny druh kovy

Zdroj

Pseudomonas arsenitoxidans

As(I11), As(V)

Santini et al. (2000)

Pseudomonas stutzeri NT-1

Se(IV), Se(VI)

Kagami et al. (2013)

Pseudomonas sp.

As(IID), As(V), Se(IV)

Shariatpanahi et al. (1981)

Pseudomonas fluorescens

As(V), As(II)

Honshopp et al. (1996)

Pseudomonas fluorescens Tar3

Se(IV), Se(VI)

Siddique et al. (2007)

Pseudomonas fluorescens K27 | Sb(1II),Te(II) Giirleytk 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(II1), V(I), Pb(l)

Simonovi¢ova et al. (2016)

5.2.2 Bioluhovanie As posobenim autochténnej mikrofléry a alochténneho rodu
Rhodococcus
Baktérie rodu Rhodococcus su vyznamné mikroorganizmy, a to hlavne vdaka svojim
mimoriadnym metabolickym vlastnostiam. Gendém baktérii je vybaveny velkymi linedrnymi
plazmidmi nestcimi gény, ktoré kédujii enzymy schopné degradovat celd $kdlu cudzorodych
a prirozene sa vyskytujucich zlicenin, z ktorych niektoré moézu predstavovat dlhodobé riziko
pre Zivotné prostredie (Larkin et al.,, 2006; Bell et al., 1998). Bioremediacny potencial rodu
Rhodococcus je obrovsky a je zname, Ze produkty jeho metabolizmu st karotenoidy, biologicky

aktivné latky, organické kyseliny a d'alSie latky (Giirtler et al., 2010).
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Taxonomia rodu Rhodococcus

Taxonomické postavenie bakteridlneho rodu Rhodococcus v systéme prokaryot nie je doposial
celkom jednoznacne vymedzené a je sprevadzané celym radom zmien na Girovni zaradenia rodu
ako aj jeho jednotlivych druhov. Aktualne platna taxonémia rodu vychadza zjeho doteraz

znadmeho fylogenetického postavenia (Sedlacek, 2007; databaza GenBank 2016):

Doména: Bacteria
Kmen: Actinobacteria
Trieda: Actinobacteridae
Rad: Actinomycetales
Podrad: Corynebacterineae
Celad: Nocardiaceae

Rod: Rhodococcus

Taxonomické radenie rodu Rhodococcus bolo navrhnuté na zaklade stidia 92 charakteristickych
znakov aktinomycét, ktoré boli do tohto rodu zaradené podl'a svojej percentudlnej podobnosti
(Goodfellow et al, 1977). Skimané charakteristiky zahriiovali predovsetkym zakladné
morfologické vlastnosti, d'alej utilizacné skusky, toleranciu k inhibiénym zli¢eninam, rezistenciu
kréznym druhom antibiotik, schopnost rastu v réznych teplotich a pri réznej hodnote pH,
a mnoho dalSich biochemickych testov. PodrobnejsSie taxonomické stidie zahinali este d'alSie
fyziologické analyzy, napriklad vyuZivanie fluorogénnych substratov k detekcii Specifickych

enzymatickych aktivit (Bell et al.,, 1998; Googfellow et al., 1990).

Zakladom reklasifikacie a sicasnej reorganizacie taxon6mie bakteridlneho rodu Rhodococcus st
genomické Studie s vyuzitim sekvencnej analyzy konkrétnych oblasti genému, predovsSetkym
16S rDNA, ktorej stupen homologie vyjadruje pribuznost jednotlivych druhov (Bell et al., 1998).
Génové sekvencie 16S rDNA su teraz k dispozicii pre vSetky platne popisané druhy Rhodococcus.
Ich podrobné stadium ukazalo, Ze rod Rhodococcus tvori relativne odlisSné kmene, ktoré mozno
rozdelit do celkovo piatich samostatnych skupin (obr. 28) (Rainey et al., 1995). Prva skupina
obsahuje R. erythropolis, R. glomerulus, R. marinonascens a R. opacus, druhd obsahuje
R. rhodochrous, R. ruber a R. coprophilus a kmene R. rhodnii, R. fascians a R. equi tvoria kazdy
svoju vlastnud odliSnu vetvu fylogenetického stromu. Autori Studie takisto dospeli k zaveru, Ze
rod Nocardia sa skor vyvinul v rdmci rodu Rhodococcus ako vedl'a neho. Pri dalSom skiimani sa
zistilo, ze druh R. zopfii sa nachadza v skupine R. rhodochrous, zatial' co R. percolatus naleZzi do
skupiny R. erythropolis (Briglia et al., 1996). V sti¢asnosti je nazov rodu Rhodococcus plne uznany

v schvalenom zozname bakteridlneho nazvoslovia (Approved List of Bacterial Names) ako aj
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v aktualnom vydani Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Jones a Goodfellow, 2012), kde
je doposial popisanych 30 druhov tohto rodu (Skerman et al., 1980; Giirtler a Seviour, 2010;
Jones a Goodfellow, 2012).

Fyziologické vlastnosti rodu

Baktérie rodu Rhodococcus su prevazne gram-pozitivne baktérie (ale taktieZ mézu byt gram-
variabilnymi druhmi baktérii), st nepohyblivé, aerdbne, chemoorganotrofné s oxidacnym
metabolizmom, schopné vyuZzivat vSeobecne celil radu organickych zlicenin ako jediny zdroj
uhlika a energie. VacSinou su acidorezistentné. Zastupci rodu sa moézu vyskytovat' vo forme
tyciniek, kokov a dokonca v zavislosti na morfologickych zmenach sa u starSich kultur moze
vytvarat i silno vetvené substratové mycélium (Vojtkova et al., 2012b). Farba nie je vzdy
Cervena. Sfarbenie kolonie sa médze lisit' v zavislosti na druhu i kultivacnych podmienok. Zname
su farebné variety- od bezfarebnych cez Zltohnedé, krémové, ZIté, oranZové az po lososové

odtiene (Goodfellow et al., 1998; Giirtler a Seviour, 2010).

Zastupcovia bakteridlneho rodu Rhodococcus sui v prostredi velmi rozsireni. Izolovali sa
z velkého mnoZstva prirodnych zdrojov, vratane kontaminovanych zemin a odpadovych
substratov, povrchovych i podzemnych véd a z morskych sedimentov. Najdeni a vyizolovani boli
taktieZ z extrémneho prostredia, napriklad zo suchych puaStnych oblasti, z podzemnej vody
s nizkym obsahom 0, (Kuyukina a Ivshina, 2010), zo vzduchu ruskej kozmickej stanice Mir (Li et

al,, 2004), i z kalov odpadovych v6d ako baktérie degradujtice karbandazim (Wang et al., 2010).

Baktérie Rhodococcus su Casto izolované z prostredia, kde s pritomné uhlovodiky. Niektoré
druhy, najma R. rhodochrous a R. ruber, preukazali schopnost’ rastu i v pritomnosti plynnych
uhl'ovodikov (propan, butan, acetylén), ktoré vyuzivaju ako vhodny zdroj uhlika (Ivshina et al.,
1994). Niektoré druhy rhodokokov st schopné degradovat taktiez alifatické a polycyklické
uhl'ovodiky, pyridin, steroidy, lignin, chlérované fenoly, nitrované aromatické zliceniny,
niektoré pesticidy, dibenzothiofén ¢i pentachlérfenol (De Carvalho et al., 2014). Tieto kmene
moZu byt biotechnologicky vyuzivané pre produkciu enzymov, ktoré sluzia k transformacii
xenobiotik (Morton et al,, 2001). Vlastnosti rezistencie baktérii Rhodococcus a ich metabolické
schopnosti k degradacii vSetkych tychto latok su spojené s vlastnostami genému, predovsetkym
s neobvyklou pritomnostou viac homolégnych katabolickych génov vratane pritomnosti velkych
linedrnych plazmidov (Larkin et al.,, 2005; De Carvalho et al., 2014). Pri rode Rhodococcus boli
taktiez zistené plazmidy zabezpecujice odtok kovovych iénov (Sekine et al., 2006; De Carvalho
et al,, 2014). Vel'ky pocet z nich sd plazmidy konjugativne alebo mobilizovatel'né (Letek et al,,
2010). Stidiom katabolickych plazmidov pri druhoch R. jostii RHA1 a R. erythropolis BD2 bola
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potvrdena funkcia niekol’kych transportérov zapojenych do exportu kovovych iénov (As, Cd, Cu
a Hg). Gény pre transport tazkych kovov v§ak mo6zu byt taktieZ sucastou nukleotidu a mnohé
z nich boli preukazané ako substratovo zmieSané pre mnoho roéznych zlicenin (Dabbs a Sole,

1988; Stecker et al,, 2003).

Rhodococcus
erythropolis

Rhodococcus
glomerulus

— 1. skupina

|-

Rhodococcus
marinonascens

| |  Rhodococcus
opacus

Rhodococcus
rhodochrous

11

— 2. skupina { Rhodococcus ruber

Rhodococcus
coprophilus

Rod Rhodococcus

Rhodococcus
rhodnii

3. skupina

- . Rhodococcus
4. skupina — ;
fascians

5. skupina — Rhodococccus equi

Obr. 28 Schéma sticasného taxonomického ¢lenenia bakterialneho rodu Rhodococcus
(Rainey et al,, 1995)

Zastupcovia druhov Rhodococcus su vyuZzivani v procesoch modernych biotechnologii -
v priemyselnych syntézach a transformaciach. V poslednych rokoch dochadza k rozvoju v oblasti
klonovacich vektorov, ktoré umoziiuji prenos génov vramci tohto rodu, ale taktiez medzi
rodom Rhodococcus a inymi bakteridlnymi druhmi - napriklad medzi baktériami Escherichia coli
(Shao et al., 1995; Whyte et al.,, 2002). S vyuZitim transgénnych manipulacii na molekularnej
génovej urovni sa vyuzivaju uzitocné fenotypové znaky zaujimavych druhov Rhodococcus, ktoré

moézu byt prenasané aj na iné organizmy (Pei et al,, 2014).

Zaujimavym prikladom biotechnologického vyuzitia rhodokokov v praxi je kmen R. rhodochrous
J1, ktory je v Japonsku firmou Nitto Chemistry Industry Company Ltd. vyuZivany k vyrobe viac
ako 30000 ton akrylaminu ro¢ne a ide tak o prvé uspesné priemyselné vyuzitie baktérii

Rhodococcus v chemickom priemysle (Tao et al, 2009). Vzhladom k tymto preukdzanym
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metabolickym schopnostiam rhodokokov vznika d’al§ia moZnost biotechnologického vyuzitia
tohto rodu k produkcii celej rady vyznamnych latok, ako sui kyselina akrylova, r6zne amidy,

vitaminy, nikotinamid a d’alSie latky chemického charakteru (Zhang et al., 2015).

Bioremedidcia znecistujucich latok

Bioremediacia s vyuzitim baktérii rodu Rhodococcus ma velky potencial v Ucinnej obnove
znecisteného prostredia, pretoZe ich schopnost degradovat rézne chemické zli¢eniny ma velky
vyznam v prirodnej degradacii i cielenej bioremediacii tychto latok (tab. 27). Tento rod sa ¢asto
prirodzene vyskytuje v ramci autochténnej mikrofléry kontaminovaného prostredia, kde dokaze
pretrvat i za velmi nepriaznivych podmienok (Kuyukina a Ivshina, 2010). Medzi chemické
znecCistujuce latky, ktoré moézu byt degradované tymto bakteridlnym rodom, patria aj
perzistentné polycyklické aromatické uhl'ovodiky (PAH) a polychlérované bifenyly (PCB), ktoré
su povazované za obzvlast nebezpecné v zivotnom prostredi. Celd rada PCB je vyznamne
narusend a Ciastone degradovand kmenmi R. rhodochrous, R. glomerulus, R. erythropolis
a d'alS$imi doposial’ druhovo nezaradenymi kmenmi (Larkin et al.,, 2006; Martinkova et al., 2009;
Santo et al, 2013). Biodegradacia aromatickych zlicenin prebieha cez niekolko centralnych
drah na citratovy cyklus. Na obr. 29 st znazornené zakladné drahy katabolizmu aromatickych

zliéenin pomocou bakteridlneho rodu Rhodococcus.
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OH OH HO coo’
( ' =
# ~0H 0oc” ™~ OH
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0\ /GDO

CHO ‘00C CHO
# =000 r coo # ™~ DD coo CUO'
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o
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+
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Obr. 29 Centralne katabolické drahy aromatickych zlic¢enin (Martinkova et al.,, 2009)
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Tab. 27 Prehl'ad vyznamnych fyziologickych a biochemickych vlastnosti baktérii Rhodococcus
a ich aplikacia v biodegradac¢nych procesoch

Vyznamna . ; Vyhody .
vlastnost Prejav v prostredi v bioremediacii Zdroj
degra.daclla sn:okeho {'ozsahu komplexna Warhurst a Fewson
chemickych latok, vratane . .. .
4 L o L, biodegradacia ropy (1994); van der Geize
vel'ka katabolicka alifatickych a aromatickych . , -
. . \ . . o a priemyselnych a Dijkhuizen (2004);
diverzita uhl'ovodikov a ich derivatov, . . , ,
. odpadov, biodegradacia Martinkova et al.
oxXygenatov xenobiotik (2009)
a heterocyklickych zlicenin
blor(,emedlaaa 2 Travkin et al. (2002);
. extrémnych podmienok
aerébny . . , ; Vogt et al. (2004);
. . perzistencia v prostredi (napr. vysoka hustota
a mikroaer6bny s nedostatkom kyslika 0dy, nedostatok Fahy etal. (2006;
metabolizmus y pocy, 2008a); Joshi et al.

p6dneho vzduchu,
nedostatok zivin, a i.)

(2008)

rast v oligotrofnom
prostredi

rast v obmedzenej
pritomnosti Zivin, odolnost
voci nedostatku rastovych
latok

bioremediacia v
prostredi s nizkym
obsahom Zivin (v
extrémnom prostredi
podzemnych véd)

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

nizka produkcia

biodegradacia
kontaminantov nie je

bioremediacia
v prostredi bohatom na

Warhurst a Fewson

katabolitov potlacovana pritomnost'ou organické latky (1994)
I'ahko asimilovatel'nych zivin (odpadové vody)
prispoésobivost’ hydrofobl?},/ bunk(?vy povrch, rozSirenie biodegradacie .
P vysoka pril'navost k . Lang a Philp (1998);
hydrof6bnemu \ , . hydrofébnych
. uhl'ovodikom a produkcia i s 1 1g Whyte et al. (1999)
substratu . znecistujucich latok
biosurfaktantov
rilnavost na pevné povrch Sorkhoh etal. (1995);
tvorba Iz)r'chlené biodpe rade’?cia a Y moznost aplikacie vo Di Lorenzo et al.
biofilmu Y 5 forme biokatalyzatorov  (2005); Borin et al.

transformacia kovov

(2006)

odolnost proti
stresovym
podmienkam
prostredia

termotolerancia, vysoka
resistencia voci hodnote pH,
tazkym kovom a toxickym
latkam

bioremediacia v
extrémnych av
priemyselnych
podmienkach prostredia

Whyte et al. (1999);
Bej et al. (2000);
Aislabie et al. (2006);
Ryu et al. (2006), Fahy
etal. (2008b)

konkurencieschopnost
v prostredi

vysoka
konkurencieschopnost’
v spoloc¢enstve
(K-stratégovia)

dobre preziva v
konzorciu
mikroorganizmov

Juteau et al. (1999);
Margesin et al. (2003);
Borin et al. (2006)

patogenita
a antagonistické
vlastnosti

nizky pocet znamych
patogénnych druhov,
nedostatok antagonistickych
vlastnosti, va¢sina druhov je
bezpecna pre rastliny

remedidcia biologicky
bezpecna pre ¢loveka i
pre Zivotné prostredie

Bell et al. (1998); Nagy
etal. (1995); Uroz et
al. (2003); Aoshima et
al. (2007)
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Zndmym prikladom biotransformacie kontaminantov pomocou rhodokokov je bioakumulacia
toxickych iénov kovov vratane tych radioaktivnych, ktoré mozu vo vnutri buniek vsetkych
organizmov tvorit neSpecifické zliCeniny negativne ovplyviujlice ich metabolizmus. Rézne
kmene rhodokokov mo6zu hrat vyznamnu ulohu v ich odstranovani z odpadovych véd (Dean-

Ross et al,, 2001; Horakova, 2006; Seo et al., 2009; Janakova et al., 2011; Vojtkova et al., 2012).

Vzhladom kvyssie uvedenym zaujimavym charakteristikim baktérii mézu byt rhodokoky
taktiez uzitocnymi biosenzormi. Rozne Stidie uvadzaji informdacie o zacleneni rhodokokmi
produkovanych enzymov do uUcinnych biopreparatov, ktorymi je umoZnena rychla detekcia
cielovych zluCenin s hodnotenim ich biologickej dostupnosti vratane relativne;j
environmentalnej toxicity. Rod Rhodococcus bol skimany v suvislosti s vyskumom biosenzorov
pre detekciu navykovych drog, napriklad heroinu. Vyskum prebiehal koncom 20. storocia vo

Vel'kej Britanii (Bresler et al., 2000).

Patogénne vlastnosti rodu Rhodococcus

Niektoré druhy rodu Rhodococcus su patogénne a spodsobuju cely rad infekcii vedtcich
k ochoreniu rastlin, zvierat i I'udi. K najznamejsim patogénom patri druh R. equi, ktory sposobuje
respiracné ochorenie popisané u zriebat vo veku 2 - 4 mesiacov (Bell et al., 1998; De Carvalho et
al, 2014). Baktérie primarne sposobuju infekcie hornych dychacich ciest, odkial sa mo6zu
rozsirit’ taktiez na lymfatické uzliny, lymfatické tkaniva a ¢reva s doprevadzajucimi horidckami.
Neliec¢ena infekcia m6Ze pomerne rychlo postupovat a spésobit smrt zadusenim. Infekcia Sitena
z plic do Criev vyvolava hnacky. Baktérie boli zistené v pode a vykaloch mnohych Zivoc¢isnych
druhov - dobytok, macky, kozy, kone, psy, jelene, kraliky, ovce, vacice, holuby, sliepky a prasata
(Ren a Prescott, 2004; Ribeiro et al., 2005). Okrem plic m6Zu baktérie prenikat i do d’alSich
organov a tkaniv, v poranenych miestach nasledne brania hojivym procesom a podnecuju vznik
vredov (potvrdené u dobytka, prasiat, oviec a ko6z) (Lihrmann et al., 2004; Giguére et al,, 2011).
Ochorenia spo6sobené baktériami R. equi boli zistené taktiez u I'udi, a to u pacientov s oslabenou
imunitou, hlavne u os6b po transplantacii, ¢i s chorobou AIDS, a u ktorych vznikaja
nekrotizujiice pneumonie a vazne defekty koze (Watanabe et al., 2000; Ribeiro et al., 2011).
Dal$im zndmym patogénom je R. glomerulus, ktory bol zaznamenany ako pravdepodobna pri¢ina
pooperaénych komplikacii po laserovej korekcii zraku (Votava, 2003). Baktérie R. fascians
vyvolavaju ochorenia krytosemennych i nahosemennych rastlin. Infikované rastliny vykazuju
typické priznaky deformacie listov, stoniek a réznych postrannych vyhonkov. Ochorenie je
zname pod oznacenim ,listové halky“ (obr. 30). Fytopatogenita R. fascians suvisi s rychlostou
expresie bakteridlnych génov pre produkciu toxickych zlucenin, ktoré negativne ovplyviuju

normalny rast a vyvoj rastlin (Goethals et al., 2001; Stes et al., 2010).
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Obr. 30 Priklady infekcii rastlin baktériami Rhodococcus fascians (Stes et al., 2010)

Rastlinné infekcie spésobené R. fascians st zndme po celom svete, najviac su vSak pozorované
v oblastiach mierneho pasma. V sucasnej dobe je znama citlivost na infekcie spbsobené
R. fascians u 164 druhov rastlin zahrnujace byliny i dreviny (Stes et al., 2013). Rastliny m6zu byt
infikované zo znecistenej pody a vody, pri mnoZeni zo semien i vegetativnym rozmnoZovanim
alebo prostrednictvom prenosu hmyzom (Putnam a Miller, 2007). U¢inna metéda k odstraneniu
infekcie doposial’ nebola objavena, preto su pestovatelia rastlin odkazani vramci prevencie

nakazy len na osvedcené hygienické postupy.

Bioltihovanie As pésobenim autochténnej mikrofléry a alochténneho kmeria

Rhodococcus degradans

Po morfologickej stranke tvori R. degradans grampozitivne, nepohyblivé a nesporulujtce kratke
baktérie tyCinkovitého tvaru, ktoré mozu u vyzretych kultir prechadzat az v 'ahko vetviace sa
tyCinky s priemernou vel'kostou buniek 0,5 - 3,5 um. Bunky sa mézZu objavovat jednotlivo alebo
v nepravidelnych skupinach, niekedy tetrad alebo zvazkov. Na pevnom médiu TSA baktérie
vytvaraju gul'até, hladké, lesklé a ploché koldnie so suvislym okrajom a svetlo lososovou farbou

o rozmeroch 2 - 4 pm (obr. 31, 32).
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Obr. 31 Morfolégia buniek Rhodococcus degradans pouZitim skenovacieho elektrénového
mikroskopu SEM (Vojtkov4, autorska fotografia, 2011)

Bakteridlny kmen Rhodococcus degradans CCM 4446 pouZity v tejto $tudii bol ziskany z CCM -
Ceskej zbierky mikroorganizmov pri Prirodovedeckej fakulte Masarykovej univerzity v Brne.
Kmeii bol pévodne izolovany vo Svajéiarsku z pody kontaminovanej organickymi znedist'ujticimi
latkami s obsahom polychlérovanych bifenylov (Damborsky a Koca, 1999) a bol zaradeny do
rodu Arthrobacter. P6vodné taxonomické zaradenie bolo podrobené rozsiahlym genotypovym
Stadiom v roku 2016. Fylogeneticka pozicia kmeiia bola overovana vyuZzitim génov gyrB a catA,
u ktorych bolo dokazané, Ze st vhodné alternativne fylogenetické markery pre rozliSovanie rodu
Rhodococcus do jednotlivych druhov (Tancsics et al., 2014). PodrobnejSia analyza génov
preukazala, Ze kmen R. degradans patri ku skupine Rhodococcus erythropolis (Jones
a Goodfellow, 2012) s najblizSou sekvencnou podobnostou k baktériam R. gqingshengii,
R. baikonurensis a R. globerulus (Svanova, 2014; Svec
et al. 2015). Aktudlna fylogenetickd pozicia
R. degradans na zaklade sekvenacie génu pre 16S

rRNA je vyjadrena na obr. 33 (Svec et al., 2015).

Obr. 32 Narast bakteridlneho kmena R. degradans na
Zivnom médiu TSA (Vojtkova, autorska fotografia, 2011)
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Obr. 33 Fylogeneticka pozicia R. degradans na zaklade sekvenacie génu pre 16S rRNA

Biodegradacné schopnosti baktérie R. degradans CCM 4446 boli skimané v mnohych pracach
dokumentujucich jej vyznamné fyziologické funkcie v biodegradacii toxickych organickych latok
zo zivotného prostredia. Kmen uz skor preukazoval schopnost degradacie polychlérovanych
bifenylov a nizkomolekularnych polycyklickych aromatickych uhl'ovodikov (Janakova et al,,
2011; Janakova a Vojtkova, 2012; KaSakova et al., 2012; Vojtkova et al, 2013; Vojtkova
a Svanova, 2014). Zistilo sa, Ze produkuje dehalogenazy, ktorymi degraduje vdzbu medzi
uhlikom a halogénom v halogénovanych alifatickych zlic¢eninach cez hydrolyticky mechanizmus
(Scholtz et al., 1988; Damborsky a Koca, 1999; Damborsky et al., 1997; Poelarends et al., 2000;
Martinkova et al, 2009). Kmen bol aplikovany v procesoch cistenia odpadovych vod z textilnej
vyroby, obsahujucich vysoky podiel toxickych kovov pochadzajiucich z farbenia textilu
a pigmentac¢nych procesov, dispergacné cinidla, anorganické soli, prach-redukujuce latky,
zahustovacie ¢inidla a pufry (Vojtkova et al., 2012). S vynimkou tejto prace, na degradaciu
anorganickych latok, predovSetkym toxickych kovov, bol vSak kmen testovany len velmi
obmedzene (Petkova et al, 2013; Svanova et al., 2015). Z vysledkov testovania baktérie voci

iénom kovov boli zistené maximalne hodnoty tolerancie (v koncentracii kovu 10 mM) pre i6ny
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svve

vykazal kmeri pre i6ny kovov Cré+ a TI* (Svanova, 2016). Pri porovnavani d’al$ich fenotypovych
vlastnosti kmenia R. degradans s idajmi publikovanymi k taxonomicky najbliZ$im pribuznym
kmeniom - 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 taktiez rozdiely v biochemickych reakciach a reakciach rezistencie voci zakladnym

antibiotikdm (Svanova, 2014; Svanova, 2016).

Rhodococcus degradans CCM 4446 predstavuje alochtonny, ¢iZe nepoévodny kmen, ktory bol
izolovany z pddy kontaminovanej organickymi polutantmi a aplikovany na vzorky technozemi
z lokality Zemianske Kostol'any. Podrobnejsie vysledky biochemickej fenotypizacie s vyuzitim

pristroja Biolog™ MicroStation (MicroLoglIl 4.20.05) sd prehl'adne uvedené v tab. 28.

Tab. 28 Vybrané fenotypové vlastnosti druhu Rhodococcus degradans CCM 4446

Biochemické Rhodococcus degradans
charakteristiky CCM 4446
Farbenie podl'a Grama (*) +

Farba koldnie (*) svetlo lososova
Rast pri 4°C -

Rast pri 37°C +

Rast pri41°C -
Pigmentacia (*) +

Rast v NaCl (10% NacCl) -
Hydrolyza Tweenu 80 -
Hydrolyza Skrobu -
Hydrolyza Zelatiny -

Hydrolyza kazeinu -
Redukcia dusi¢nanov -

L-arabinéza -

D-glukéza +
Kyselina z xylozy +
D-manéza +

D-galaktéza -
D-fruktéza +
L-rhamnéza -
D-trehaldza -
Sacharéza -
Maltdza -

L-alanin -

(*) farba kolénie a produkcia pigmentov overend na zdkladnom Zivnom médiu Trypton soya
agar (HiMedia Laboratories, India)
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Vplyv inokuldcie kmeria Rhodococcus degradans CCM 4446 na uvolriovanie As

P6sobenim kmena Rhodococcus degradans CCM 4446 spolu s autochténnou mikroflérou sa
uvolnilo 3,57 - 50,87 hm. % arzénu z celkovych obsahov v zavislosti od lthovaného substratu
(tab. 29), pricom najlepsie vysledky boli dosiahnuté vo vzorke €. 4. Zaujimavym vysledkom bolo
zistenie mensSej ucinnosti lihovania arzénu aplikovanim kmena Rhodococcus voCi samotnej
autochtonnej mikroflére vo vzorke €. 6 (podobne ako vo vzorke ¢. 1 v pokuse s P. chlororaphis,
tab. 23). Zo ziskaného vysledku vyplyva vel'mi silnd aktivita autochténnej mikrofléry, ktora je
podporena pravidelnym obrabanim pddy a pravdepodobne aj dominanciou arzén-rezistentnych
kmenov. Pridanim nutricnych latok vo forme zivného média bola podporenad rastova faza
autochtonnych kmenov - tieto mikroorganizmy ndasledne vplyvom svojej pocetnosti
a adaptac¢nych schopnosti na pritomnost toxickych substancii v substrate celkom potlacili
vitalitu aplikovaného kmena, ¢o sa vo vysledku prejavilo aj zniZenim celkovej biolithovace;j

aktivity vo vzorkach obohatenych o kmen Rhodococcus degradans CCM 4446. (tab. 29).

Tab. 29 Vysledky biolihovania As z po6dno-popolovych substratov po inokulacii kmena
Rhodococcus degradans CCM 4446 (priemerné hodnoty)

Vzorka ASror Mnoistvo’uvol'neného arzénu Ol’)sah :ilrzénu
vo vyluhoch (n = 4) v kontrolnych vyluhoch* (n=1)
mg.kg1 pg.lt mg.kg! % pglt mg.kg1 %

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

* posobenie samotnej autochténnej mikroflory, kontrolné vyluhy obsahovali len vzorku
substratu zaliatu Cistym zivnym médiom bez bakterialneho inokula

Rhodococcus degradans CCM 4446 preukazal zo skimanych bakteridlnych kmetiov najvyssiu
fyziologickt odolnost voci vysokému obsahu toxického arzénu v pédno-popolovych substratoch
a prejavil schopnost jeho bioldhovania do roztoku. I cez inhibi¢ny efekt vyvolany aktivitou
autochténnych mikroorganizmov v niektorych vzorkdch moZno povaZovat kmen za dcinny,
pretoze zvysil efekt biolihovania oproti len samotnej autochténnej mikroflére. Preukazané
fyziologické schopnosti predurcuju bakteridlny kmen Rhodococcus degradans CCM 4446 pre

vyuzitie v modernych biotechnologickych procesoch regeneracie Zivotného prostredia.
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5.2.3 Biostimulacia a bioaugmentacia autochtonnych mikroorganizmov
- ucinny nastroj bioremediacie technozemi kontaminovanych arzénom

Vd'aka pilotnym bioldhovacim experimentom bolo mozné zhodnotit potencidlne vyuzitie
mikroorganizmov v bioremediacii dlhodobo kontaminovanych pdd na modelovej lokalite
Zemianske Kostol'any z viacerych moznosti. KI'ticovym faktorom pre sanaciu takychto pod je, Ze
hoci pritomné (polo)kovy (hlavne arzén) nie s biologicky degradovatelné, ich pritomnost

a mobilita méZu byt zmenené vplyvom sorpcie, metylacie, komplexacie a zmenami v Speciacii.

Realizaciou bioldhovacich experimentov sa sledovala ucinnost extrahovania As z poOdno-
popolovych substratov prostrednictvom biostimulacie podnej mikrobioty zivnym médiom
a bioaugmentacie vybranymi druhmi mikroorganizmov s predpokladanymi vlastnostami
urychlit odstraniovanie arzénu z kontaminovanych p6d. Bioaugmentacia bola realizovana dvoma
sposobmi. Prvym spdsobom bolo aplikovanie kmeriov, ktoré su prirodzene pritomné v danych
vzorkach (P. chlororaphis a P. putida), ked'Ze inokulacia prisp6sobenych mikrobialnych populacii
izolovanych z kontaminovanej oblasti alebo odpadu je vyhodna z hl'adiska vyssej odolnosti voci
extrémnym podmienkam prostredia a dokonca aj predacii prvokov (Hamer, 1997). Experimenty
sa opierali o hypotézu, ze zvySenie hustoty Specifického mikrobidlneho druhu, ktory je vel'mi
dobre prisposobeny podmienkam prostredia spolu s pridavkom Zivin, znizi ¢as potrebny na
odstranenie As, resp. zvysi rychlost odstranenia As zo substratov. Druhym spésobom bola
inokulacia alochténneho (nep6vodného) druhu - Rhodococcus degradans CCM 4446. Pri
uvedenych druhoch mikroorganizmov treba mat’ na pamati, Ze nejde len o i¢inok samotného
druhu, ale o podiely As uvol'nené do zZivného média vplyvom posilnenia autochténnej mikroflory
(AM) v substratoch o dany druh - bioaugmentacia sprevadzanad biostimulaciou v podobe
pridaného Zivného média. Ué¢innost uvolTiovania As pomocou len samotnej autochténnej
mikrobioty bola sledovana aplikovanim vybraného zZivného média SAB (Sabouraud médium) na
vzorky technozemi - biostimulacia. Pre porovnanie ucinnosti biologického a chemického

lihovania st v obr. 34 uvedené aj vysledky lihovania substratov s destilovanou vodou.

Z vysledkov bioldhovacich experimentov vyplyva, Ze v pripade pouZitia SAB média je vel'mi
zaujimavy podiel uvolneného arzénu vo vyluhoch, Cize vplyv len autochténnej mikroflory.
V priemere az 34,73 hm. % As sa extrahovalo biostimuladciou povodnej mikrofléry so SAB
Zivnym médiom. Vysokd ucinnost uvolneného As zo vzoriek suvisela pravdepodobne
s chemickym zloZenim SAB Zivného média, ktoré obsahovalo az 20 g.l! dextrézy (D-glukodzy).
Pouzitie biostimulacie pre urychlenie dekontaminacie péd pilotného Uzemia podporuju aj
vysledky experimentov na rovnakych pédno-popolovych vzorkdch prezentované v praci
Slebodnikova (2014), kde boli pre zhodnotenie biolithovania As pouZité dva typy Zivnych médii

- SAB médium a SAB médium obohatené o gluk6ézu. Pridanie d'alSieho zdroja uhlika vo forme
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glukézy malo pozitivny vplyv na rast biomasy a podporend aktivita mikroorganizmov vyrazne

zvysila extrahovatel'nost As.
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Obr. 34 Grafické vyjadrenie porovnania vucinnosti lihovania arzénu (% z celkového obsahu)
z reprezentativnych vzoriek technozemi (1-6) aplikovanim vybranych mikroorganizmov, AM -
autochtéonna mikrofléra

Zefektivnenie procesu bioldhovania pridanim glukézy pre aktivovanie autochténnych
heterotrofnych baktérii pozorovali aj Jablonovska et al. (2012). Biolihovatel'nost tazkych kovov
vmédiu bez glukézy prvych 10 dni narastala, ale po vycerpani dostupnej organickej hmoty
klesol obsah kovov v roztoku. V pripade média s pridanim glukézy bola maximalna
extrahovatelnost tazkych kovov pozorovana po 27 dnoch a bola niekol'’kondsobne vyssia ako

v pripade média bez glukozy.

Hockenhull et al. (1954) uvadzaju glukézu ako vhodny zdroj uhlika pre zvySenu produkciu
organickych kyselin u kmena Penicillium chrysogenum. Jednym z hlavnych dévodov pouzitia
glukézy je, Ze predstavuje monosacharid, ktory je priamo oxidovany na organické Kyseliny
(deFiebre a Knight, 1953), zatial' ¢o napr. sacharéza je disacharid, ktory sa najskér musi
oxidovat na monosacharid a az potom je oxidovany na organické Kkyseliny, pricom nie vSetky
sacharézy su dokladne oxidované. Xu a Ting (2004) zistili, Ze prave koncentracia sacharoézy
patrila k dolezitym faktorom, ktoré ovplyviiuju lihovatelnost kovov z polietavého popola pri
experimente s mikroskopickou hubou A. niger. V priebehu rastu huby je totiZ sachardza
premenena na fruktézu a glukdzu. Koneénym produktom je kyselina citrénova alebo glukonova,

ktoré st vel'mi doleZité v procese biolihovania.

V pripade baktérii nebolo posilnenie autochténnej mikrofléry o druhy izolované z danych

substratov az také ucinné a vyrazné ako sa ocakavalo. Sposobené to mohlo byt nespravnym

113



Petkova & Jurkovi¢ & Vojtkova © 2016

vyberom reprezentativnych kmenov, ale aj vplyvom chemického zloZenia zivnych médii, ktoré
neobsahovali dostatotné mnozstvo Zivin pre zvySenie aktivity mikroorganizmov v danych
substratoch. Hoci bola p6vodna mikrofléra posilnena o druh P. chlororaphis ZK-1 (kmen
izolovany priamo z danych substratov), biolihovanim sa z celkového obsahu arzénu uvolnilo
v priemere len 5,63 hm. % (n = 24). V pripade aplikovania kmeiia P. putida ZK-5 (taktieZ kmeni
izolovany z danych substratov) bola sice uUcinnost ldhovania arzénu podstatne vysSia ako
v pripade P. chlororaphis ZK-1, v priemere 9,23 hm. % As z celkového obsahu (n = 24), no
porovnatelny ucinok lihovania mala aj destilovana voda, ktorou sa po 29 dnoch ldhovania
extrahovalo v priemere 8,85 hm. % arzénu. NajvysSie podiely arzénu zo skimanych substratov
sa zo vSetkych vybranych kmenov podarilo uvolnit pésobenim alochténneho druhu
Rhodococcus degradans CCM 4446. Z celkového obsahu arzénu sa do vyluhu uvol'nilo v priemere
18,67 hm. % (n = 24). Relativne vysoky podiel vylihovaného As po augmentacii vzoriek
alochténnym druhom Rhodococcus degradans dava predpoklad aplikovania kmenov, ktoré boli
izolované v inych typoch kontaminovaného prostredia, ale vd'aka svojej vysokej adaptacnej
schopnosti a metabolizmu sa vedeli dspesne introdukovat’ do prostredia, konkurovat pé6vodnym
druhom v boji o Ziviny a zvysit odstrafiovanie arzénu z pddy. Dalsou moznostou vyuZitia
povodnych kmertov je bioaugmentacia nie samotnym jednym druhom, ale vytvorenie konzorcia
zlozeného z bakterialnych alebo hubovych kmenov a jeho nasledna inokulacia do p6d. Vyhodou

vytvoreného konzorcia je vyssSia odolnost voci stresu ako v pripade aplikovania jedného kmena.

D'Annibale et al. (2006) hodnotili i¢innost bioaugmentacie pomocou autochténnych druhov
hub v podach, ktoré boli historicky kontaminované viac ako 100 rokov. P6dy kontaminované
aromatickymi uhl'ovodikmi, vratane chlérovanych benzénov, anilinov, tiofénmi a PAU, a sticasne
obsahovali tazké kovy, neboli dekontaminované pomocou alochténnych kmenov huab
pravdepodobne z dovodu zlozitych charakteristik pody. Avsak, autochtonne kmene, ktoré sa
povazovali za prirodzenu sucast znecisteného miesta dlhi dobu, vykazovali schopnost

degradovat’ vysoké koncentracie kontaminantov v pode.

Napriklad Hosokawa et al. (2009) uvadzaju, Ze alochténne mikroorganizmy niekedy nie su
najvhodnejSie kmene pre bioaugmentaciu, aj ked’ mnohé boli izolované a opisané ako ucinné
v degradacii kontaminantov, pretoZe alochténne mikroorganizmy pridané do pédy maja
tendenciu byt ucinné len v skorych stadiach bioaugmentacie, pocas ktorych je ich populacia
najpocetnejsia. Dominancia jednotlivych kmenov sa v pode rychlo straca v désledku abiotickych
ako aj biotickych stresov, pretoze pridané mikroorganizmy takmer vzdy celia konkurencii

povodnych organizmov kvoli obmedzenym mnoZstvam Zivin (Gentry et al.,, 2004).

Uspech bioaugmentacie zavisi hlavne od schopnosti inokul prezit v kontaminovanej pode.

Pridanie Zivin moze viest k zvySenému rozvoju pévodnych mikroorganizmov, ktoré sami o sebe
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bud’ biostimuluju proces alebo brania procesu spotrebovanim pridanych Zivin alebo zdroja
uhlika (Scullion, 2006). Preto je nutné skumat ako pridavanie Zivin tak aj mikroorganizmy

urcené pre odstranenie znecistenia.

Z vysledkov je zrejmé, ze ucinnost biolihovania arzénu je vyrazne ovplyvnena druhovou
diverzitou a vitalitou autochtéonnych mikroorganizmov, ked jednotlivé druhy moézu byt
v synergickom vztahu saplikovanym kmenom a spolupodielaji sa tak na koexistencii
vyslednych utilizacnych drah, pripadne v ramci kompeticie podporuju rychlost bioldhovacieho
procesu. Aj pri takych vysokych koncentraciach As, aké boli v pddach analyzované, su stcastou
spolocenstva mikroorganizmov rody (napr. Pseudomonas, Bacillus a Rhodococcus), ktoré mozno
povazovat za adaptované na kontaminaciu a vo viacerych pracach sa uvadzaji ako organizmy
s vysokym bioremedia¢nym potencidlom (Kapoor et al., 1999; Ivshina et al,, 2002; Bento et al,,
2005; Srivastava a Thakur, 2006; Cerflanskjf et al., 2006; Urik et al., 2007; Mukherjee et al., 2010;
Vojtkova a Janakovd, 2011; Janakova a Vojtkova, 2012; Vojtkova et al,, 2012a,b; Petkova et al,,
2013; Petkova et al., 2014). Ked'Ze sa bioremediacia realizuje hlavne v prirodzenom prostredi
s rozmanitymi nepopisanymi organizmami, vi¢Sina doteraz izolovanych a charakterizovanych
mikroorganizmov v laboratéornych podmienkach, ktoré sd uvadzané ako vyznamné
v odstranovani znecistujicich latok, sa v sucasnosti povazuju za menej doélezité z hl'adiska
prinosu pre bioremediaciu v porovnani s dosial' neizolovanymi alebo taZko kultivovatel'nymi

druhmi (Watanabe, 2001; Wagner a Loy, 2002).
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6. ZAVER

Technozeme v regiéne Zemianske Kostol'any (zapadné Slovensko) predstavuju jedinec¢ny systém
50 rokov starej ekologickej zataze. Uvolnenie priblizne 3 milionov m3 popola s vysokym
obsahom arzénu (As) po pretrhnuti hradze odkaliska v roku 1965 do okolitého prostredia
vyznamne ovplyvnilo nielen abiotické environmentdlne aspekty ako su pédy, vody a dnové
sedimenty, ale aj p6édne mikroorganizmy. Dlhodoba expozicia a selekény tlak posobenim
zvySenej koncentracie arzénu ovplyvnili formovanie Specificky prispésobenych autochténnych
mikroorganizmov. Praca predstavuje komplexny subor mineralogickych, geochemickych
a mikrobiologickych charakteristik Specifického antropogénneho substratu, a to elektrarenskych
popolov pochadzajuicich zo spalovania hnedého uhlia a pochovanych pod pol'nohospodarskymi
podami v pilotnom Uzemi Zemianske Kostol'any, ktoré patri v désledku ekologickej havarie
odkaliska k najviac znecistenym lokalitam na Slovensku. V ramci mikrobiologického vyskumu sa
posudzoval taktiez bioremediacny potencidl niektorych vybranych druhov mikroorganizmov
uvolnovat As do prostredia. Na zaklade vysledkov komplexného Stidia pochovanych
elektrarenskych popolov sa zistilo, Ze z potencialne toxickych stopovych prvkov je v popoloch
av pobdach kontaminovanych popolmi vyrazne zvySeny obsah As (od 93 do 1859 mgkg1).
Cerstvy aj pochovany elektrarensky popol tvori hlavne Si, Fe, Al a Ca, d’alej nasledujui Mg, K, Na,
Ti a S. K identifikovanymi mineralnym fazam v popoloch patrili kremen, kalcit, mullit, Zivce,
hematit, magnetit, kristobalit, rutil, svetlé sl'udy, pyrotit, pyrit, montmorillonit a perovskit.
Dominantnt zloZzku v reprezentativnych vzorkach tvoria amorfné aluminosilikatové skla -
v priemere aZ 74 % a vyznacuju sa variabilnym zastipenim Si, Al, Ca a Fe. Tieto sklovité fazy
dokaZu inkorporovat velkd paletu potencialne toxickych stopovych prvkov a s hlavnou fazou
obsahujicou As. NajvyssSie obsahy As boli zistené v najjemnejSej frakcii vzoriek (< 25 pm),
v ktorej sa As viaZe na agregaty nanocastic tvorenych Al, Si, Ca a Fe, menej na fazy tvorené Fe
a Ca. Aj napriek vysokym obsahom As v pddach bolo na lokalite izolovanych a identifikovanych
niekol’ko druhov baktérii. Najviac zastipenym kmenom bol Proteobacteria (60,9 %), kmen
Firmicutes tvoril 21,7 % zo vSetkych izolatov. Kmen Actinobacteria predstavoval 8,7 % a kmen
Bacteroidetes tvoril taktiez 8,7 % z izolovanych druhov. Aplikovanim vybranych druhov
mikroorganizmov na pevné substraty v Dbioldhovacich experimentoch sa zistilo, Ze
bioaugmentaciou substratov autochténnymi druhmi baktérii sa uvolnili relativne nizke obsahy
arzénu - v priemere 5,63 hm. % z Asto v pripade aplikovaného Pseudomonas chlororaphis ZK-1.
Inokulaciou druhom Pseudomonas putida ZK-5 sa uvolnilo v priemere 9,23 hm. % z Asto
Relativne vysoka extrahovatel'nost As bola zistena v pripade aplikovania alochténneho kmena
Rhodococcus degradans - v priemere takmer 19 hm. % z Asto. Biostimulacia pre zvySenie aktivity

p6dnej mikrofléry skimanych p6dno-popolovych vzoriek sa najvyraznejsie prejavila v pripade
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pouzitia SAB média. Extrahovany podiel arzénu bol v priemere az 34,73 hm. % z Aste. Okrem
testovanych druhov v danej Studii existuje mnoho inych mikrobiadlnych druhov, ktoré
predstavuju Ucinny nastroj v odstraniovani arzénu aj prostrednictvom roéznych d‘alSich
mobilizacnych alebo imobilizacnych procesov. Tieto procesy moézu vyznamne ovplyvnit
biologicki dostupnost a toxicitu arzénu. Vysledky z pilotnych laboratérnych experimentov
ukazali, Ze odstranovanie As vplyvom mikroorganizmov z pod obsahujtcich popol s vysokymi

obsahmi As predstavuje u¢innd metédu bioremediacie kontaminovanych lokalit.
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