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Stalo se jiZ tradici, Ze rijnové cislo naseho c¢asopisu Che-
mické listy je ve spoluprdci s Ministerstvem Zivotniho pro-
stiedi CR vénovdno vztahu chemie a Zivotniho prostiedi a ze-
Jjména moznostem chemie pri tvorbé a ochrané Zivotniho pro-
stiedi. Ze strany Ceské spolecnosti chemické je cilem tohoto
spolecného projektu ukdzat, Ze chemie neni nepritelem a skiid-
cem Zivotniho prostredi, jak se Fada nasich spoluobcanii stdle
mylné domnivd, ale je naopak schopna vytvdret védecke,
metodické i technologicke predpoklady pro zlepSovdni kvality
naseho Zivotniho prostiedi. Lze si jen obtizné predstavit, Ze
rostouct ndroky nasi populace nebudou vytvdret stdle vetsi
tlak na Zivotni prostredi. Stdle rostouct poZadavky na mnoZstvi
a kvalitu potravin, na levnou energii, pohonné hmoty, nové
materidly a technologie mohou snadno ohrozit jiZ tak krehkou
anaruSenou rovnovdhu globdlniho i regiondlnich ekosystémuii.
Trvale udrZitelného rozvoje bez tragickych diisledkii pro nase
Zivotni prostiedi nelze dosdhnout bez neustdlého vyuZivdani
nejmodernéjsich védeckych poznatkii. Chemie v této oblasti
hraje, a i do budoucna musi hrdt, vyraznou pozitivai roli. Ne-
mdm tim na mysli jen roli analytické chemie, bez jejiz schop-
nosti sledovat stopovd mnoZstvi nejriiznéjsich ldtek v jednot-
livych sloZkdch Zivotniho prostredi by ziejmé prisli o vétsinu
svych argumentii i ti nejmilitantnéjsi itocnici na chemii jako
takovou. Spise mdm na mysli vyvoj novych technologii a pro-
duktii ohleduplnéjsich k Zivotnimu prostredi, vyvoj novych
typii chemickych ldtek schopnych plnit poZadovanou funkci
s mensim negativnim dopadem na Zivotni prostiedi, které by
se po skonceni sve doby Zivotnosti snadno samy rozpadly na
produkty neskodné pro Zivotni prostredi, c¢i které by bylo

\\ Zivotni prostiedi a chemie
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Uvodnik

mozZno snadno a Setrné zlikvidovat bez velkych financnich,
energetickych a jinych ndrokii. ZvySenou pozornost bude zrej-
mé nutno vénovat technologiim minimalizujicim moZnost riiz-
nych havdrii a nehod, nebot nejcastéji citované priklady do-
kumentujici domnéle antagonisticky vztah chemie a Zivotniho
prostiedi jsou zpravidla vysledkem selhdni lidského faktoru ¢i
riiznych ekonomickych tlakii a nikoliv nezbytnym vysledkem
chemie a jeji role ve spolecnosti. Staré ekologické zdtéZe jsou
vysledkem urcité spolecenské a ekonomicke situace a nikoliv
nevyhnutelnym produktem chemie, kterd se naopak vyrazné
podili na rozvoji technologii umoZriujicich tyto zdtéZe tispésné
likvidovat. JestliZe chemie md rozhodujici podil na produkci
nejriiznéjsich typii obalovych materidlii, které v soucasnosti
tvori vyznamnou sloZku komundlniho odpadu a perspektivni
mimorddnou zdtéZ pro Zivotni prostiedi, pak nabizi i postupy
a technologie jejich Setrné a k Zivotnimu prostiedi ohleduplné
likvidace. Zdd se, Ze stdle vyznamnéjsi roli pri ochrané a tvor-
bé Zivotniho prostredi budou hrdt nejriiznéjsi zdkony a pred-
pisy, ale i nepsand, avsak o to peclivéji dodriovand pravid-
la. Nejvétsim nebezpecim pro Zivotni prostiedi totiZ neni che-
mie ani Zddné jiné priimyslové odvétvi, doprava, zemédélstvi
ani Zddnd jind rozumné a ohleduplné provozovand lidskd
¢innost, ale bezohlednost, af uz jednotlivce ¢i nékterych spo-
lecnosti, kterd miize mit na nase Zivotni prostiedi snadno tak
negativni dopad, Ze se s nim nebudeme schopni vyrovnat ani
s pouZitim nejmodernéjsich poznatkii casto zatracovanych
chemickych veéd.

Jiri Barek
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1. Uvod

Vedlej$im — obtiZznym, av§ak nevyhnutelnym — produktem
kazdé technologie ¢isténi odpadnich vod jsou odpadni kaly.
Takto jsou oznacovany vice ¢i méné koncentrované vodné
suspenze koloidnich a zrnitych ¢dstic ldtek, jak organickych,
tak i minerdlnich.

Cistirensky kal je produktem biotechnologického procesu
cisténi a je tedy nutné velmi zfedény. Produkované objemy
jsou enormni a ndklady, zejména na jejich prepravu a manipu-
laci s nimi, jsou mimofddné. Obecnou vlastnosti kald je také
jejich schopnost vdzat na svém povrchu (sorbovat) znacné
podily nejriznéjsich organickych i anorganickych latek.

Je pfiznacné, Ze produkce Cistirenskych kald trvale vzris-
td. Zatimco v roce 1985 ¢inila v zemich EU asi 5 miliond t
kalové susiny zarok, v roce 2000 uZ to bylo pfiblizné 9 miliont
tun, coz odpovidd primérnému ro¢nimu nérdstu kolem 0,27
milionu t su$iny'. Likvidace ¢ naklddani s kaly z Eistiren
odpadnich vod predstavuje komplexni environmentdlni pro-
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blém mimotddné dimenze, pfed ktery je odbornd komunita
postavena. Zatim se s nim Cistirenské zavody vyporadavaji se
znaénymi obtiZemi.

Cistirenské kaly vznikaji zpracovanim smési splaskovych
vod (vod z domdcnosti, objektli spole¢ného stravovani a uby-
tovdni a hygienickych zafizeni) a primyslovych odpadnich
vod. Spolu s destovou vodou je tato pestrd smés odvadéna
vefejnou kanalizaci do Cistirny a oznacuje se jako surova
odpadni voda®. Cilem této préce je poskytnout prehled o no-
véjsSich znalostech a zkusenostech vyznamnych pro zneskod-
novani kald z méstskych cistiren odpadnich vod predevsim
tepelnymi procesy.

2. Charakteristika cistirenskych kala
2.1. Surovd odpadni voda

Rozhodujici podil znecistujicich latek vndsenych do od-
padnich vod pochazi z moc¢i (mocovina, aminokyseliny, kyse-
lina mocovd, amoniakdlni dusik, sodik, draslik, chloridy, sira-
ny, fosforeCnany aj.) a z fekdlif (zbytky stfevnich bakterii,
lipidy, bilkoviny, polysacharidy a jejich rozkladné produkty,
fosforecnany vdpenaté a hofecnaté aj.). DalSimi zdroji latek
ve splaskovych vodach jsou kuchynské zbytky zivocisného
i rostlinného piivodu (tuky, bilkoviny, sacharidy aj.) a slozky
namadcecich, pracich a ¢isticich prostiedkt (polyfosfore¢nany,
tenzidy, zeolity, boritany aj.). Znecisfujici latky se Casto tiidi
na organické a anorganické, na rozpustné a nerozpustné a tyto
potom ddle na usaditelné a neusaditelné. Z organickych latek
se v rozpusténé formé vyskytuji predevsim sacharidy, v neroz-
pusténé formé hlavné lipidy (napf. tuky a vosky) a bilkoviny.
Lipidy maji ¢asto koloidni charakter a nesedimentuji. Biolo-
gicka rozlozitelnost znecistujicich ldtek Siroce kolisd. Napft.
sacharidy, lipidy a mnohé dusikaté organické latky podléhaji
biologickému rozkladu pomérné snadno, jiné se rozklddaji jen
pomalu nebo jsou biologicky zcela rezistentni (litky typu
napft. polysacharidd a polypeptidi). Pro ndvrh biologického
¢iSténi je nutno zndt nejenom celkovou spotfebu kysliku, ale
i jeji rozdéleni do rtzné rychlych rozkladnych procest.

Smés organickych rozpusténych i nerozpusténych liatek
v surové splaskové vodé je mozno aproximovat sumdrnim
vzorcem C,H,,NO, (cit.”). Této formuli odpovidd slozeni
v hmotnostnich procentech: C-59,7 %, H-9,5 %, 0 —23.,8 %
a N — 7 %. Pro rist biomasy (tvorbu aktivovaného kalu) je
nutny vhodny pomér C:N:P (BSK:N:P = 100:5:1, cit.). Pro
splaskové a méstské odpadni vody je charakteristicky pfeby-
tek jak dusiku, tak i fosforu.

Z pochopitelnych diivodii nemohou byt odpadni vody
vypoustény do vodnich tokd: biologicky rozklad (transforma-
ce, degradace) organickych ldtek spotiebovdavd mnoho kysliku
a produkuje pachnouci plyny, voda intenzivné tmavne, jsou
pfitomny patogenni mikroorganismy a toxické tézké kovy
a dochdzi k nezddoucimu réstu vodnich rostlin, podporované-
mu piitomnosti fosfore¢nani a amoniakdlniho i organického
dusiku.
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Obr. 1. Schéma mechanicko-biologického ¢isténi méstskych odpadnich vod

2.2.Vznik a vlastnosti
Cistirenskych kald

Jak je zndmo a zjednodusené zndzornéno na obr. 1, biolo-
gické Cisténi odpadnich vod md nékolik stupiiti: 1. pred¢istént,
2. mechanické ¢isténi (primdrni sedimentace), 3. aerobni bio-
logické cistént, 4. tercidrni ¢isténi a zpracovani surového kalu
(kalové hospodafstvi).

Na aerobni biologické ¢iSténi odpadni vody lze nazirat
jako na kontinudlni kultivaci smésné kultury s recyklem mi-
kroorganismil v nesterilnim prostfedi komplexniho substratu
(odpadni vody). Tento substrat obsahuje vedle fady rozpusté-
nych nizko- i vysokomolekuldrnich slozek téz 1tky nerozpus-
téné ve formé jemnych a koloidnich disperzi. Zatimco odstra-
novani nerozpustnych slozek koagulaci a sorpci na shlucich
(vlockdch, ndrtstech) mikroorganismt je relativné velmi rych-
1é, transformace rozpusténych latek enzymatickymi pochody
v butikdch probihd pomalu.

Cist organickych litek (substritu) se zoxiduje na CO,
a H,O. Dal3f podil se spotfebuje na syntézu zasobnich latek
(nejcastéji polysacharidy a lipidy) a specifickych bilkovin
(napf. protoplazmy a enzymd). Projevem syntézy je potom
rist a mnozeni mikroorganismd. Syntézou nové biomasy se
z odpadni vody (substrdtu) odstraiuje soucasné i ¢dst dusiku
a fosforu.

977

Aerobni biologické cistén{ je tedy komplexem vzdjemné
provéazanych fyzikdlné chemickych a biochemickych oxidac-
nich a syntéznich pochodd, transformujicich biologicky roz-
lozitelné organické latky pfitomné v odpadni vodé. Aktivova-
ny kal je obvykle tvoren jednak biomasou (smésnou kulturou
mikroorganismil) a jednak inertnimi ldtkami. Z mikroorganis-
mi se v aktivovaném kalu vyskytuje hlavné rada bakterif
(v€etné nitrifika¢nich), v mensi mite t€Z houby, plisné a kva-
sinky. Z vysSich organismi jsou pfitomni prvoci aj. Cennou
vlastnosti smésné kultury je lepsi flokulace a tim i snadné&jsi
sedimentace (separace) aktivovaného kalu, nez je tomu u kul-
tur Cistych.

Slozeni surového kalu, jenz je smési kalu primdrniho
a prebytecného aktivovaného kalu, zdvisi nejen na slozeni
(ptivodu) odpadni vody, ale i na aplikované technologii. Na-
proti tomu buné¢nd hmota mikroorganismi vsak pfili§ varia-
bilni kompozici nevykazuje. Pfiblizné slozeni suSiny bunécéné
hmoty v hmotnostnich procentech je ndsledujici: 50 % C, 32 %
H,9 % N a2 % P (cit.*). Vedle organickych litek obsahuje
susina biomasy mikroorganisma také 612 hm.% ldtek anor-
ganickych (popel). Z empirického vzorce C,,;H;;N,Os,P,
pripisovaného biomase aktivovaného kalu?, viak plyne hmot-
nostni slozeni ponékud odlisné: C — 53 %, H - 6,4 %, O —
30,5%,N—-8,9% aP—1,2 %. Ve srovnani s t¢mito hodnotami
se zdd byt podil vodiku uvddény autory® prili§ vysoky.
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Surovy Ccistirensky kal odchdzi z aerobniho biologického
Cisténi ve formé velice zfedéné vodné suspenze obsahujici
priblizng 2-3 hm.% tuhé fize*. Vedle vody obsahuje pieby-
teCny aktivovany kal i kal primdrni a je zneciStén surovou
odpadni vodou. Velmi vyznamnd je také pfitomnost patogen-
nich zdrodka (bakterie, viry, prvoci, Cervi aj.). Jakémukoliv
nakldddni s témito kaly proto piedchdzi jejich stabilizace
(hygienizace), jakoz i kroky k redukci jejich velikého objemu,
tzn. operace ke snizeni velmi vysokého podilu vody v nich.
V sirsi klasifikaci kald je kal z méstskych Cistiren (COoV)
hodnocen jako kal hydrofilni s vysokym podilem organickych
latek (60-70 hm.%, cit.”).

2.3. Zpracovdni kalu

S rychle rostoucimi ndklady na piepravu i na likvidaci jsou
primdrnimi nezbytnymi poZadavky pro dalSi naklddani s ka-
lem zmenseni jeho objemu (pfedevsim redukce podilu vody
v kalu) a zdsadnf zlepSeni jeho hygienickych a senzorickych
vlastnosti.

Vazba vody k tuhé fazi Cistirenského kalu je rdzného
charakteru®. Obvykle se rozliduje: 1. volna (mezerova &i pro-
storovd) voda, jez se dd z cdsti oddélit plisobenim zemské
gravitace (sedimentaci), 2. vlockovd voda zachycend v meze-
rach kalovych ¢dstic (vlocek) a eliminovatelnd mechanickym
(strojnim) odvodnénim, 3. kapildrni voda, odstranitelnd me-
chanicky az po chemickém kondiciovéni, 4. vdzand voda,
kterou je mozno odstranit az po destrukci bunék.

Separace vody z kalu je vzhledem k jeho disperznimu
charakteru nesnadnou operaci. Flokula¢ni (koagulacni) ¢inid-
la (napt. soli Al, Fe, organické litky, vdpno aj.) usnadiiuji
prechod koloidniho systému na suspenzi s hrubsi disperzi
Castic, jez je snaze zpracovatelnd. Ke zvySeni podilu susiny
nad cca 30-35 hm.% je vSak jiZ nutné vynaloZit tepelnou
energii. AvSak i kal velmi dobfe vysuSeny pii 105 °C obsahuje
jesté kolem 5 hm.% vody. Za suSinu jsou povazovdny latky
zbylé po zahi{vani (vysuseni) kalu pfi 105 °C do konstantni
hmotnosti. Dominantni ¢dst suSiny tvoii suspendované latky,
majici pro zpracovani kalu rozhodujici vyznam. V malé mite
je zastoupena jesté voda a pritomny jsou téz slouceniny roz-
pusténé v ptvodni vodé.

Reologické vlastnosti kalu, dileZité pro manipulaci a trans-
port, zavisi hlavné na obsahu vody (susiny) a ddle také na
charakteru kalovych ¢dstic. Pokud podil susiny v zahusténém
kalu neptekro¢i ptiblizné 10 hm.%, ztstdva kal tekuty a 1ze jej
Cerpat. Dalsi separaci vody (odvodnénim) k obsahu susiny jiz
kolem 20 hm.% se obvykle docili charakteru tuhé l4tky, nebot
kal vykazuje rypatelnou konzistenci.

Schémata zpracovdni surového cistirenského kalu pred
jeho koneénou likvidaci jsou rozli¢nd podle pivodu (vlastnos-
ti), technicko-ekonomickych moznosti i ndslednych technolo-
gickych zaméra. T¥i procesni operace se vSak vyskytuji témeér
vzdy: zahu$tovéni, stabilizace a odvodnéni kald.

2.3.1. Zahustovdni

Provadi se napt. v jednoduchych sedimenta¢nich nadrzich
a umoZiiuje zvyseni podilu susiny na 4-6 hm.% (cit.*). V sou-
Casnosti se téZ uplatiiuji mechanické (strojni) metody vyuzi-
vajici odstiedivek, sitovych rota¢nich zahusfovacd, piip. flo-
tatord. S ptidavkem flokuldtoru Ize na sitovych zahustovacich
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dosdhnout obsahu suSiny vyssiho nez 6 hm.%. Separovand
kalova voda se vraci zpét do biologického cisténi.

2.3.2. Stabilizace

Stabilizaci kald rozumime anaerobni nebo aerobni zpraco-
vani kalli, jez zajistuje jejich hygienickou a ekologickou ne-
zdvadnost (pfijatelnost) se zietelem na zamyslené vyuziti ¢i
likvidaci.

Existuji rizné metody stabilizace (napf. vapnénim na pH >
12 nebo ohfevem na 190 °C pii tlaku 2,5 MPa aj.), ve vétsich
jednotkach se vSak kaly zpracovdvaji nejcastéji methanizaci
(digesci, vyhnivanim) pfi 30-55 °C. Methanizace je chdpdna
jako soubor procest, pii nichzZ smésnd kultura mikroorganis-
mi v bezkyslikovém prostredi postupné rozklada rozlozitelné
organické latky. Pfi methanizaci dochdzi ke snizeni podilu or-
ganickych latek v kalu z ptivodnich 60-70 hm.% na 40-50 hm.%
v susing a celkové mnozstvi stabilizovaného kalu je asi 0 20 %
men$i nezZ mnoZzstvi kalu surového. Kone¢nymi produkty jsou
biomasa, bioplyn (kalovy plyn, hlavné¢ CH,, CO,, H, aj.),
nerozlozitelny zbytek organické hmoty a inertni latky.

Methaniza¢nim procesem se také sniZuje afinita kalovych
¢astic k vodeé a tim se zlepSuje odvodnitelnost kalu. Nepiehléd-
nutelny je vSak citelny pokles vyhtevnosti surového kalu
zpiiblizné 17 MJ na lkg suSiny na asi 10-11 MJ na 1 kg suSiny
(stabilizovany kal, cit.”). Pro zvySeni hygienizacniho ucinku
i lepsi odvodnitelnost byvd anaerobné stabilizovany kal jesté
kondiciovan pii teplotach dostatecnych pro usmrceni patoge-
ni (>55 °C).

2.3.3. Odvodiiovdni

Odvodiiovanim kalu oznacujeme dalsi separaci vody z ka-
lové (Cerpatelné) suspenze, a to do stadia, kdy je konzistence
kalu tuhd (pastovitd, téstovitd). Podil suSiny v odvodnéném
kalu je vyssi nez cca 20 hm.% a s takovym kalem Ize manipu-
lovat jako se zeminou. Filtrace kalové suspenze je obtiznd,
a proto musi byt do systému piiddvédna riznd aditiva (floku-
lanty, koagulanty) v mnoZstvich 0,01-5 g na 1 kg suSiny.
Vedle sloucenin Fe, Al a vdpna se také pouZivaji napf. jemno-
zrnny popel nebo uhli. S pouzitim dekantacnich odstredivek
1ze kal odvodnit na 20-25 hm.% susiny. S kalolisy, pracujicimi
pri tlaku 1-2 MPa, se dosahuje koncentrace susiny v odvod-
néném kalu 35—45 hm.%. Podobny vykon vykazuji vysoko-
tlaké pasové lisy— pouzivani vakuové filtrace je v soucasnosti
méné Casté.

Na obr. 2 je zndzornéno schéma postupné separace vody
z kal@. Je zfejmé, Ze technické a hlavné energetické ndroky
jednotlivych kroku rostou s klesajicim obsahem vody. Ener-
geticky mimorddné ndrocnou operaci je suSeni kald, které se
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vSak v zdkladni technologii kalti béZné nevyskytuje.

2.4. Latky pfitomné
ve stabilizovanych kalech

Anaerobné stabilizovany kal je hygienicky nezdvadnym
a nepachnoucim materidlem. Jeho tmavé zabarveni je zptso-
beno piitomnosti FeS a dal$ich nerozpustnych sulfidt tézkych
kovt. Predstavuje velmi slozitou smés zrnitych i koloidnich
latek, v jejiz susin€ jsou organické a anorganické latky zastou-
peny zhruba stejnym dilem.
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odvodnény vysuseny
stabilizovany stabilizovany
kal kal

Obr. 2. Schéma separace vody z Cistirenskych kali s jejich anae-
robni stabilizaci (methanizaci)

Mezi primdrni slozky stabilizovaného kalu patfi: voda,
zlomky uhynulych mikroorganismt, organické zbytky, jilovi-
té latky, anorganické srazeniny aj. Velmi pfiblizné se obsah
organickych latek v kalu stanovuje jako ztrata zthanim susiny
pii 550 °C, kdy se anorganické ldtky jesté nerozkladaji (s vy-
jimkou HCOj, NH; apod).

Rédmcové analyzy indikujfi, Ze dobfe vysuseny kal obsahu-
je kolem 50 hm.% té€kavé hoflaviny, 10 hm.% netékavého
uhliku a 40 hm.% popela. Z environmentdlniho hlediska jsou
dilezité slozky: dusik (organicky, amoniakdlni; 3—5 hm.%),
fosfor (organicky, anorganicky; 3—4 hm.%), sira (hlavné sira-
ny, koncentrace organicky vdzané siry jsou velmi nizké; stopy
— 1 hm.%) a chlor (chloridy; ~0,1 hm.%). Z kovd, zejména
tézkych, jsou vyznamné: K, Na, Zn, Cu, Cr, Pb, Ni, Cd a Hg.
Jejich koncentrace se vétsinou pohybuji od 1 do 100 hm. ppm.
Vysledky analyz dvou cistirenskych kall jsou uvedeny v ta-
bulkdch I a II.

3. Nakladani se stabilizovanymi kaly

Af uz je se stabilizovanym kalem nakldddno jakymkoliv
zpusobem, vzdy je nutno usilovat o maximdlni stupefi jeho
odvodnéni (zmenSeni objemu) pfi pfijatelnych kapitdlovych
a provoznich ndkladech.

Vysoké zastoupeni organickych latek, znacné podily du-
siku, fosforu, drasliku, vdpniku a hoic¢iku na prvy pohled
predurcuji pouZivat stabilizovany kal jako zkyptfova¢ (kon-
dicionér) ptidy a hnojivo v zemé&dé€lstvi. Obsah t€Zkych kovi
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Tabulka I
Rdmcova analyza vlhkého cistirenského kalu (hodnoty jsou
uvedeny v hm.%)

Slozka Ho aspol.®  Réper a Thomas’
Voda 60 70
Tékava hoflavina 20 13
Netékavad horlavina (uhlik) 3,2 2

Popel 16,8 15
Tabulka IT

Elementarni analyza vysuseného cistirenského kalu (hodnoty
jsou uvedeny v hm.%)

Slozka Hoa spol.6 Roper a Thomas’
Uhlik 20,4 23
Vodik 3,8 3,5
Dusik 4,4 3,5
Sira 3,2 1,5
Kyslik 26,2 -
Chlor - 0,12
Med - 0,04
Olovo - 0,03
Chrom - 0,03
Popel 42 50

v kalu vSak Casto pfevySuje jejich prlimérné koncentrace v ze-
médélské pudé. Netizené vnédseni kalt do ptidy by tak mohlo
vést k jejich akumulaci a ptenosu do rostlinnych, Zivoc¢isnych
andsledné i do lidskych tkani. V CR je nakladént se stabilizo-
vanymi kaly v zemédélstvi vymezeno neddvno vydanou vy-
hldgkou®,

Vyhtevnost suchého kalu se blizi vyhievnosti hnédého
uhli a spdlenim kalu je mozno tuto energii tcelné vyuzit.
Vyhodné je také to, ze objem vzniklého popela je pouhou
desetinou objemu spalovanych strojné odvodnénych kalu.

V nékterych piimofskych stitech EU byvaly v minulosti
kaly vypoustény do mote. Od tohoto zptisobu bylo pred néko-
lika lety zcela upusSténo. Také podil kali vyvdzenych na
skladky rychle klesd. Odhaduje se, Ze v roce 2005 bude
v zemich EU s kaly nakldddno ndsledovné: 45 % bude recy-
klovdno do zemédélstvi (nepatrny ndrtist od roku 2000), 38 %
spéleno (trvaly, vyrazny nartst od roku 1992), 17 % sklddko-
vano (trvaly, rychly pokles od roku 1992, cit.").

Optimadln{ zpisob nakldddni s ¢istirenskymi kaly 1ze tézko
formulovat. Ve svétle pokroku pfi vyvoji vyspélych spalova-
cich technologif a zpfisfiovanych zdravotnich standardt v ze-
meédélstvi mdme za to, Ze podil spalovanych ¢i jinak vysoko-
teplotné zpracovavanych kalti bude trvale vzristat.

4. Hofreni stabilizovanych odvodnénych kala

Ve srovndni s uhlim obsahuje odvodnény kal velmi vysoké
podily vody a tékavé horlaviny, coz spalovaci proces silné
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ovliviiuje. Pfiznacné jsou také vysoké obsahy dusiku a popelu
v kalu.

Hladky chod spalovaciho procesu podmiinuje jeho energe-
ticka (tepelnd) bilance: vlozend energie, uvolnénd predevsim
spdlenim kalu a pfidavného/podpirného paliva, piip. kombi-
novand s energii predehiatého spalovactho vzduchu, musi
pokryvat spotiebu tepla na vypaieni vody piitomné v kalu
(o (298 K) = 2,4402 MI.kg™", ohfti vodnich par (C,y
(298 K) = 1,9476 kl kg”'.K™") a spalin (napt. C,y (298 K)=
1,0160 kJ.kg™".K™") na teplotu kolem 850-900 °C. Spotieba
tepla na odpareni vody z kalu je velikd. Kromé toho vznikla
vodni pdra zvétSuje objem spalin, na ktery musi byt vSechny
potiebné procesni jednotky dimenzovény. Je proto velice dii-
lezité, aby mnozstvi vody odstranéné z kalu mechanickymi
(strojnimi) prostiedky bylo co mozno nejvetsi.

Z praktického pohledu je vyznamny pojem efektivni vy-
hievnosti vlhkého kalu, A

hef~-(1—w)h—wrHZO (1)
kde 7 je vyhievnost susiny (MJ.kg "), w hmotnostni podil vody
v kalu a 1 o je vyparné teplo vody (MJ kg ™). Pro dosazeni
autarkniho (sobéstaéného) priibéhu hofeni pii 850 °C uvadi
Hyzik’ h=4,20 MJ.kg ™. Z dat prezentovanych v cit.' vyplyva
hodnota ponékud mensi — 4= 3,37 MI.kg™". Ze vztahu (1)
mizeme potom odhadnout maximdlni obsah vody v kalu, kdy se
spalovani miize dit autonomné, tj. bez privodu podptirného paliva:

w<(h—hef)/(h+rH20) (2)

Predpokladdme-li = 11 MJ.kg™ a h = (4,20 +3,37)/2 =
3,785 MJ .kg’], bude hofeni odvodnéného stabilizovaného ka-
lu autarkni (tepelné samonosné), kdyz obsah vody bude mensi
nez 53,7 hm.%. Je tedy evidentni, Ze typicky stabilizovany kal
(7075 hm.% H,0) nelze spalit bez ptidavného (podpiirného)
paliva (plyn, olej, uhli eventudlné v kombinaci s pfedehfdtym
vzduchem). Ve svétle téchto elementarnich dvah se nabizi
varianta spalovat kal nestabilizovany (nevyhnily), nebof md
vétsi vyhievnost (h = 17 MIkg™, w,, = 68 hm.% H,0).
Technické pozadavky na manipulaci s hygienicky problémo-

Uvoliovéni tékavych hoflavin (pyrolyza) se sklddd z vel-
kého poctu reakci, kterymi se organické latky v kalu rozkladaji
pfi vyS8ich teplotdch na plyny (CO, C H,, H, a CO,), kapalinu
(dehet) a tuhy zbytek (uhlik, koks). Obvykle vice nez 80 %
organického uhliku v kalu prechdzi pfi jeho pyrolyze do
plynné faze. Vzhledem k vysokému podilu tékavych horlavin
v kalu je jejich hofeni velmi dilezitym — nejspiSe dominantnim
— procesem pfi spalovani kald. Pro hofeni tékavych hoflavin
je charakteristicka pfedevsim velmi vysoka rychlost spotieby
kysliku. Proto musi byt plynnd smés s potfebnym spalovacim
vzduchem velmi rychle a i¢inné promichavana'’.

Nase zkuSenosti naznacuji, Ze koks vznikly z kalt bude
pravdépodobné porovity a velmi reaktivni. I pies vysoky
obsah popelovin by jeho spalovani nemélo byt problémem.
Jista ¢ast organicky vdzaného dusiku v kalech se pii spalovani
nutné oxiduje na oxidy dusiku. Ukazuje se, Ze konverze dusiku
na NO, obecné klesd s jeho rostouci koncentraci v palivu'".

Zajimavé je minerdlni sloZeni popela z Cistirenskych kald, zo-
brazené v trojihelnikovém diagramu CaO-SiO,-R,05(Al,04+
Fe,0,) vedle slozeni cementového slinku'? (obr. 3). Zatimco
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popel
Cistirenského
kalu

cementovy
slinek

Ca0 ALO, + Fe,0,

Obr. 3. Srovnani sloZeni popele z ¢istirenskych kali a cementové-
ho slinku'?

podil R,0; je v obou materidlech téméf stejny, obsah SiO,
v popelu z kalu je asi 2,5x vétsi nez ve slinku, a to na dkor CaO.

5. Hlavni polutanty a jejich vzajemné

souvislosti pfi horeni kala

Emise oxidu uhelnatého a organickych latek ze spalovaci-
ho systému rezultuji z netiplné oxidace paliva. Kvalita i kvan-
tita uhlovodika (C,H,) piitomnych ve spalindch zdvisi na typu
paliva a na pochodu fidicim oxidaci. Zvlastni pozornost vyZa-
duji také polycyklické aromatické latky (napt. pocetné skupi-
ny toxickych dibenzodioxinii a dibenzofuranti). Emise CO
obecné koreluji s pfitomnosti organickych nespadlenych zbyt-
ki a pozoruhodné je, Ze koncentrace CO ve spalindch nardstaji
diive nez koncentrace téchto organickych reziduf 10,

Pii teplotdch nizsich nez 950 °C prakticky nedochdzi k oxi-
daci atmosférického dusiku. Urcity podil organického dusiku
védzaného v palivu (kalu) je vSak konvertovdan na NO, N,O
a v mensi mife i na NO, (cit.""). Prakticky veskerd chemicky
vdzand sira se oxiduje na oxid sificity a vSechen chlor prechdzi
na chlorovodik.

Jak jiz samotné fyzikdlné-chemické principy naznacuji
a praktické zkuSenosti potvrzuji'®'!, emise CO, organickych
rezidui a NO, jsou ve vzdjemném vztahu. Napf. zvySenim
poméru vzduch/palivo se zmensi emise CO a organickych
rezidui, avSak zdroveri se zvysi koncentrace NO, ve spalindch.
Tu Ize sniZit vicestupfiovym piivodem vzduchu, coZ v§ak vede
na druhé strané€ ke zvySeni podilu CO ve spalnych plynech.

Vyznamné podily fosforu a tékavych kovd, jako jsou Pb,
Cd, As a Hg, mohou béhem hofeni pfechdzet do plynné faze.
Hlavni podil tézkych kovi (vedle difve uvedenych téz Zn, Cu,
Cr, Ni aj.) vSak zustavd predevsim v jemnych frakcich popele.

6. Zpusoby tepelného zpracovani kali

Postupti k tepelnému zpracovani kald je celd fada. Lis{ se
nejen svymi fyzikdlné-chemickymi principy, ale i stupném
technologické zralosti. Povazujeme za icelné je rozdélit do tif
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odvodnény kal

suseni

v

‘ samostatné spalovan{ |

v cirkula¢ni fluidni vrstvé s uhlim
ve fluidni vrstvé
v rotacn{ peci

v cyklonové peci
v tavici peci

v etdazové hrablové peci

Obr. 4. Ruzné zpisoby tepelného zpracovani ¢istirenskych kala

hlavnich skupin: samostatné spalovéni (v samostatné jednotce
obvykle s podpirnym palivem), spoluspalovani (nejcastéji
v uhelnych kotlich, ve spalovnach tuhého méstského odpadu
aj.) a alternativni procesy, které se vSak vétSinou nachdzeji
teprve ve stadiu vyvoje. Pfiklady riznych tepelnych procest
jsou uvedeny na obr. 4.
Pii aplikaci kteréhokoliv postupu je nutno mit na zfeteli
nékolik zdkladnich faktord:
1. Mechanicky odvodnény kal se 70-80 hm.% vlhkosti nema
dostate¢nou vyhievnost pro autarkni spalovani.

2. Vysoky podil tekavé horlaviny v kalu klade zvysené po-
zadavky na spalovdni v plynné fézi.

3. Vysoky obsah popelu, do kterého piechdzi vétsina toxic-
kych tézkych kovt.

4. Spaliny vypousténé do ovzdusi musi byt dikladné vy-

gistény (nap. cit.'), aby splitovaly piisné pozadavky kla-

dené na spalné plyny ze spalovny odpadi.

Nejjednodussi feseni se zdd byt spoluspalovani kalu
v uhelnych elektrarndch (teplarndch). Aby nedoslo k nezadou-
cimu ovlivnéni spalovaciho procesu v uhelnych kotlich, mus{
objem spalovaného kalu pfedstavovat jen malou cast paliva.
Podobnym omezenim je vdzdno i spoluspalovdni kalu v ce-

mentdiské rotacni peci.
6.1. Spalovdni ve fluidni vrstveé

Fluidni technika nachazi své uplatnéni v pramyslovych
technologiich po fadu desetileti. Napft. jiZ v roce 1922 paten-
toval Winkler své fluidni zplyiiovani uhli a v roce 1942 byl
vyvinut efektivni postup katalytického krakovani ropnych
frakci'®. Fluidaci rozumime operaci, pfi které jsou tuhé ¢astice
udrzovdny ve vznosu (suspenzi) dynamickymi dc¢inky tfecich
sil vyvolanych vertikdlné proudicim plynem (piip. kapalinou;
napi. cit.'®). Fluidni technika zaujimd také silné postaveni
v oblasti spalovani, nebot umoziuje spalovat i nekvalitni pa-
liva, odpadni ldtky, a tedy také i Cistirensky kal.

Uspéch fluidnich technologif plyne ze zékladni charakte-
ristiky chovani fluidn{ vrstvy:

1. Intenzivni promichdvani, velmi ucinny mezifizovy kon-

A 4

spoluspalovani

— v cirkula¢ni fluidn{ vrstvé
— ve fluidni vrstvé
— v praskovych kotlich

v rota¢ni cementové peci

v cihlarské peci
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v

| alternativni procesy ‘

zplynovani

pyrolyza

substechiometrické spalovan{

oxidace kyslikem ve vodné
suspenzi pfi zvySené
teploté a tlaku

takt a rychlé pfestupy tepla a hmoty zajistuji ic¢inné spa-
lovani.

Prakticky rovnomérnd teplotni pole ve vrstvé usnadnuji
regulaci teploty a umoziuji efektivni spalovani i pii rela-
tivné nizsich teplotach. Takto je moZno napi. omezit nebo
potlacit vypatfovani tékavych kovil a spékdni/taveni po-
pela.

Prostor nad fluidni vrstvou funguje jako dopalovaci komo-
ra, zajistujici uplnou destrukci/spéleni t€kavych hoflavin.
Horky/zhavy inertni materiél ve vrstvé ptisobi jako tepelny
setrvacnik, tlumici krdtkodobd kolisani teploty vyvoland
zménami v davkovani, nebo ve slozZeni kalu.

Fluidni spalovaci reaktor/kotel nevyzaduje zadné pohyb-
livé elementy v z6né vysokych teplot.

7. Zavér

Podle vsech indicii soucasnd vysokd produkce Cistiren-
skych kald poroste i naddle. Je tedy nutné hledat zpisoby, jak
s jejich enormnimi objemy vhodné nakladat. Moznosti sklad-
kovan{ jsou zna¢né omezené a jejich recyklace do pidy neni
bez problému. Slibny potencidl spalovdni a jinych tepelnych
procest je demonstrovan rostoucim zdjmem o tyto zptsoby
likvidace kali.

Cistirensky kal je mozno spalovat samostatné, nebo spolu
s uhlim ¢i s tuhym méstskym odpadem ve fluidnich kotlich,
nebo v rota¢nich pecich. Na rozdil od spalovdni, alternativn{
tepelné procesy, jako napf. zplyniovani, pyrolyza, nebo trans-
formace kalu na kapalné uhlovodiky aj., dosud nedosdhly
potiebné technologické zralosti.

Se soucasnymi zplsoby c¢iSténi spalnych plynd spliiuje
spalovdni ¢istirenskych kalti velmi pfisné emisn{ limity. V pii-
padé nutnosti 1ze té€zké kovy v popelu z Cistirenského kalu bez
potizi imobilizovat/stabilizovat.

Seznam symboli

BSK; pétidenni biochemicka spotieba kysliku, mg.1™!
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C PH,0 (298 K) meérné teplo vodnich par pfi teploté 2198 1K
a konstantnim tlaku (= 1,9476), kJ kg~ . K~

C,n, (298 K) mémé teplo dusiku pfi teplot€ 298 K a kon-
i stantnim tlaku (= 1,0160), kJ .kg'l.K‘l

h vyhievnost vysuseného kalu (susiny), MJ.kg™!

hyg efektivni vyhfevnost vihkého kalu podle vzta-
hu (1), MJ kg™

a0 (298 K)  vyparné teplo vody pii teplot€ 298 K (2,4402

) MJ kg resp. 43,960 kJ.mol ™)

w hmotnostni podil vody v kalu (w =w, /(1 +
w,)), kg H,O na I kg vlhkého kalu

w, hmotnostni pomér vody k susiné v kalu (w, =

w/ (1 -w)), kg H,O na 1 kg suSiny

Tato prdce byla podporena Grantovou agenturou Akade-
mie véd Ceské republiky (grant & A 4072201) a Grantovou
agenturou Ceské republiky (grant ¢. 203/02/0002). Dékujeme
anonymnimu recenzentovi za pripominky k této prdci.
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M. Hartman, K. Svoboda, V. Vesely, O. Trnka, and
J. Chour (Institute of Chemical Process Fundamentals, Aca-
demy of Sciences of the Czech Republic, Prague): Sewage
Sludge Thermal Processing

Various points related to the sewage sludge and its disposal
are discussed, such as its formation, characteristics, and pro-
cessing. Four sludge disposal procedures that are currently
employed are discussed: landfilling, recycling in agriculture,
incineration, and dumping in the sea. The current trend indi-
cates an increasing interest in sludge incineration. Various
technologies for the thermal processing of sewage sludge are
lumped in three groups: co-combustion, mono-combustion,
and alternative processes. Promising potential for an efficient
sludge incineration (e.g., mono-combustion or co-combustion
with coal) is offered by fluidized-bed combustors. In contrast
to coal, the sewage sludge contains high amounts of water and
volatile matter, a high fraction of ash, and appreciable amounts
of nitrogen and phosphorus. Of concern in the sludge incine-
ration are also heavy metals, acid gases (including NO,), and
dibenxodioxins and dibenzofurans.
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1. Zavadéni spravné laboratorni praxe

v Ceské republice

Vstup do OECD znamenal pro Ceskou republiku nutnost
zavedeni systému spravné laboratorni praxe (ddle jen SLP),
kterd z Glenstvi vyplyva. V disledku vstupu CR do OECD
doslo k legislativnim zméndm a ke vzniku fady novych legis-
lativnich ptedpist. Proces tvorby zdkoni je slozity a zdlouha-
vy, a tak novy zdkon o chemickych latkdch nabyl uc¢innosti az
1.1.1999.

V ndvaznosti na zdkon byla vyddna i prvni vyhldska o za-
sadach SLP, kterd vSak neobsahovala zdkladni pozadavky
zdrojovych dokumentu. Jeji ndvrh byl béhem mezindrodniho
auditu (listopad 1998) podroben tvrdé, le¢ opravnéné kritice.
Vysledkem auditu bylo konstatovani pracovni skupiny SLP
OECD, 7Ze cesky systém SLP tak, jak byl pfedstaven, nebyl
funk¢ni a neodpovidal poZadavkiim OECD a smérnic ¢. 2 a 3.
Samotny vysledek auditu je mozno prezentovat jako duasle-
dek prekotné a neuvdzené Cinnosti. Nejen Ze v dobé auditu
neexistovala platnd legislativa (zdkon' i vyhldska® existovaly
pouze v navrhu), ale nebyl ani oficidlné ustaven inspekéni
orgdn a nebyly splnény dalsi pozadavky potiebné k vysloveni
davéry v zavedeny systém.

2. Cesta k dspéchu

Na jaie 1999 zacala spoluprice mezi inspekéni sekci SUKL
a Ndrodnim inspekénim orgdnem SLP. Oficidlné byl vSak
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Narodni inspekéni orgdn ustanoven Ministerstvem Zivotni-
ho prostiedi pifi ASLAB - Stiedisku pro posuzovéni zptso-
bilosti laboratof{ ve Vyzkumném tstavu vodohospodafském
T. G. Masaryka (VUV T.G.M.) az v 1été roku 2000.

Jiz pred oficidlnim ustavenim Ndarodniho inspekéniho or-
gdnu byla zahdjena prace na tvorbé spolecného Narodniho
programu SLP?, ktery je z hlediska OECD jednim z kli¢ovych
dokumentt. Dals$im, neméné dilezitym krokem, byla ptiprava
nové vyhldsky* o SLP a preklad dal$ich zdkladnich dokument
OECD, tykajicich se SLP. Tyto dokumenty, z hlediska legis-
lativy méné dtlezité, byly publikovdny soubézné ve Véstniku
Ministerstva Zivotniho prostiedi a ve Véstniku SUKL.

2.1. Platnd legislativa v oblasti
chemickych ldtek a chemickych
piipravki

V nékterych ¢lenskych stiatech OECD je inspek¢ni (moni-
torovaci) organ jeden (napft. Velka Britdnie, Rakousko), v ji-
nych je inspekénich orgdnd vice. Jejich plisobnost mize byt
omezena regiondlné (napf. Némecko — podle spolkovych ze-
mi), podle oblasti, tj. pro léCiva, chemické latky a chemické
piipravky, pesticidy atd. (napt. Ddnsko, Svédsko) nebo podle
prislusnosti k odpovédnému ministerstvu (napt. Japonsko —
7 monitorovacich orgdnti a 7 programu!).

Ceskd republika se v tomto pifpadé piili§ neodlisuje.
Existuji zde dva zakony'*, které stanovuji povinnost zavedeni
zasad SLP, dvé sady provadécich piedpisi*® a dva inspekéni
organy. Sjednocujicim prvkem jsou totoznd znéni piiloh vy-
hlasek o SLP, jeden Ndrodni program SLP a spolecné prekla-
dy smérnic SLP OECD &. 2 a 3 (cit.). Metodicky pokyn
k provddéni zdkona ¢. 157/1998 Sb. popisuje proces, podani
zddosti, udéleni osvédceni a prava a povinnosti jak testovaciho
zatizeni, tak inspektorti Ndarodniho inspek¢éniho orgdnu sprav-
né laboratorni praxe®.

Pokud bylo testovaci zafizeni v dobé kontroly v souladu
se zdsadami SLP, vyddvd Ministerstvo zZivotniho prostfedi
v oblasti chemickych ldtek a chemickych pfipravki osvédcent
na zdkladé doporuceni Narodniho inspekéniho orgdnu, obsa-
Zeného ve zpravé o vysledku kontroly. Nékteré z vyse uvede-
nych dokumenti jsou pfistupné na internetovych strankdch
ASLAB (cit.”).

Po tfadé novel zdkona €. 157/1998 Sb. je v soucasné dobé
pripravovédn novy zdkon, jenz by mél nabyt uc¢innosti se vstu-
pem Ceské republiky do Evropské Unie. S tim souvisi i pfi-
prava novych provadécich predpist. Na téchto aktivitich Na-
rodni inspekéni orgdn participuje; ne vzdy vSak jsou jeho
pripominky akceptovany a ne vzdy je o pfipravovanych zmé-
ndch informovén vcas. Disledkem je pretrvavani nedostatki
v platné legislativé. To je i pfipad pfipravovaného znéni
zdkona, ktery zatim obsahuje nékteré pozadavky nad rdmec
predpistit OECD, jinym naopak nevyhovuje nebo komplikuje
komunikaci mezi Ndrodnim inspekénim orgdnem a testova-
cim zafizenim.

Neékteré z téchto nedostatkil by mél vyfesit chystany pro-
vadéci predpis k novému zdkonu.
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2.2. Nédrodni program SLP

Podminky pro vzdjemné uzndvani vysledki neklinickych
studif mezi ¢lenskymi stity jsou zavedeni systému spravné
laboratorni praxe, harmonizace postupi monitorovani shody
a tim porovnatelnost jakosti a dvéryhodnosti ziskanych tdaja.

Na zdkladé doporucenych struktur, pouzivanych mechanis-
m a postupi vypracovaly Kontrolni organ SLP SUKL a Nérod-
ni inspekéni organ SLP Ministerstva Zivotniho prostiedi Narod-
ni program monitorovéni shody se spravnou laboratorn{ praxi.

Program vymezuje rdmec a rozsah monitorovani shody se
zdsadami SLP, popisuje organizaci narodnich monitorovacich
orgdnt a postupy udéleni osvéd¢eni a zatazen{ testovaciho za-
fizeni do Ndrodniho programu SLP. Program byl vypracovan
podle doporuceni obsazeného ve Smérnici OECD SLP €. 2,
vyhovuje pozadavkim OECD a je mezindrodné piijatelny.

3. Obdobi 1999-2003

V tomto Ctyfletém obdobi, jak jiz bylo v ivodu feceno, do-
$lo jednak k dpravé legislativy a tvorbé nové, jednak pokraco-
valo intenzivni Skoleni inspektort. Vycvik a Skoleni inspek-
tort je, kromé vlastni inspek¢ni Cinnosti, z hlediska OECD
jedna z nejdtlezitéjsich aktivit.

Vzhledem k ¢lenstvi Ceské republiky v OECD a o&ekédva-
nému vstupu do EU vyvstala, jiZ po nedspéSném auditu v roce
1998, nutnost rehabilitace systému SLP v CR. Ve spolupraci
s pracovni skupinou SLP OECD byl dohodnuto, Ze monitoro-
vaci organy Ceské republiky spole¢né se spravnimi orgény,
zejména v oblasti chemickych ldtek a chemickych piipravkd,
upravi legislativu vztahujici se ke spravné laboratorni praxi ve
smyslu pozadavkt OECD, které se pouzivaji i v EU. Déle pak
podle jedndni vypracuji oba monitorovaci organy Narodni
program SLP podle poZadavki smérnice ¢. 2 OECD.

V 1été roku 2000 byl dopisem ministra zZivotniho prostiedi
oficidln€ ustanoven Inspekéni orgdn SLP a byli jmenovani
reditel Inspekéniho organu a inspektor. To byl prvni krok ke
zddrnému uzndni systému SLP v rdmci OECD.

V roce 2001 vyvrcholila ¢innost spojend s ipravami legis-
lativy a tvorbou nové. Vysla novd vyhldska o spravné labora-
torni praxi4 , kterd jiz spliiuje vSechny dulezité pozadavky
OECD a ddle, jako metodické pokyny Ministerstva zivotniho
prostfedi, byly publikovany preklady smérnic SLP OECD ¢. 2
— pozadavky na monitorovaci orgdny a ndrodni programy
a smérnice ¢. 3 — pokyny pro provadéni inspekei a auditil
studii’. Koncem roku byl publikovan z hlediska OECD patrn&

oblast chemickych latek a chemickych piipravki i pro oblast
humdnnich a veterindrnich 1éciv.

Podle dohody s pracovni skupinou SLP OECD byla shro-
mazdéna veskerd dokumentace, tj. legislativa, metodické po-
kyny, Ndrodni program a popis ndpravnych opatieni uskutec-
nénych od roku 1998. Tento soubor dokumentti a jeho anglické
pteklady byly pfeddny k posouzeni sekretaridtu OECD a in-
spekéni skuping, kterd vykonala audit v roce 1998. Ukolem
inspekéni skupiny bylo znova posoudit predloZzenou doku-
mentaci a uskutecnénd ndpravnd opatieni a rozhodnout, zda
odpovidaji pozadavkiim, a zda je mozno Cesky systém hodno-
tit jako vyhovujici. Toto rozhodnuti mélo byt vyiceno na
zaseddni pracovni skupiny v bfeznu 2002 ve Washingtonu.
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Jelikoz vedouci inspekéni skupiny nedokoncil zpravu vcas,
bylo jedndni odloZeno na ndsledujici zaseddni téhoZ roku
v zafi v Sydney. V dostate¢ném piedstihu pred zaseddnim byl
Ndrodnimu inspekénimu orgdnu poskytnut ndvrh zpravy k vy-
jadfeni. Vzhledem k tomu, Ze zprdva popisovala redlnou si-
tuaci a ton zpravy byl optimisticky, komentéf se omezil pouze
na konstatovani souhlasu.

V pribéhu zaseddni bylo nékolik hodin vénovdno pravé
diskusi o zpravé a vyneseni rozhodnuti. Po bohaté diskusi, kdy
zastupce Ceské republiky musel vysvétlovat mnozstvi dotazi
vznesenych napf. i z nepochopeni a reagovat na cetné pfipo-
minky, rozhodla pracovni skupina takto: PfedloZend doku-
mentace plné€ odpovidd pozadavkim OECD i Evropské komi-
se a systém zavedeny v Ceské republice 1ze povaZovat za kom-
patibilni se systémy zavedenymi v ostatnich ¢lenskych statech
OECD. Soucisti auditu musi ovSem byt i posouzeni vlastni{ ¢in-
nosti inspektort pri kontrole testovaciho zafizeni. Tato podmin-
ka v roce 1998 bezezbytku splnéna nebyla. PredloZeni doku-
mentace nemuze nahradit vlastni posouzeni priibé¢hu kontroly
testovactho zafizeni na misté. Z toho divodu byl podédn a po
diskusi i odsouhlasen ndvrh na dodatecny audit pouze k po-
souzeni ¢innosti inspektort pfi kontrole testovaciho zafizeni.

Z tady diivodi byl pracovni skupinou pfijat navrh zastupce
Holandska, aby audit vykonal jeden inspektor. Pro audit byl
jmenovan inspektor z Holandska, ktery jiz byl ¢lenem komise
vroce 1998 a byl nejlépe obezndmen se situaci. Na prdni v§ech
zucastnénych, zejména pak zdstupce Evropské komise bylo
dohodnuto, aby se audit uskutecnil jesté do konce roku.

Audit se uskute¢nil ve dnech 2.-5. prosince 2002. Oficidl-
ni zahdjeni se konalo na Ministerstvu Zivotniho prostfedi
dvodnim zaseddnim u feditele odboru environmentdlnich ri-
zik. Vlastni audit kontroly testovaciho zafizeni byl veden
standardnim postupem podle smérnic SLP OECD. Oficidlni
ukonceni auditu probéhlo opét na Ministerstvu Zivotniho pro-
stiedi. Béhem zdvérecného zasedani stru¢né zhodnotil delego-
vany zédstupce OECD prtibéh kontroly a konstatoval, Ze byl
ohromen diikladnym a efektivnim zptisobem, jakym inspekéni
skupina provedla kontrolu, stejné jako audit studie. Pribéh
kontroly, ¢innost inspektort i jejich zjisténi a zdvéry zcela
odpovidaly standardu ¢lenskych stati OECD.

Bezprostiedné po ukonceni auditu byla vypracovédna za-
véreCnd zprava. Zprava obsahovala vedle popisu pribéhu
kontroly a zavért, odpovidajicich prohldSeni prezentovanému
pii zdvéreéném zasedani na MZP, téZ vyjadieni Narodniho
inspekéniho orgdnu SLP k nékterym komentdiim. Zprdva
byla odesldna sekretaridtu OECD a Evropské komisi jesté pied
koncem roku 2002.

Souhlas se zprdavou v rdamci OECD by mél byt vysloven
na nejbliz§im zaseddni pracovni skupiny v zafi letoSniho roku
a uznani systému SLP v Ceské republice by, vzhledem k ob-
sahu zprdvy, mélo byt pouze formdlni zdleZitosti. Pfistup
Evropské komise byl v tomto piipadé daleko rychlejsi, nebot
bylo konstatovano, ze Evropska komise pfijimd zavéry zpravy
bez vyhrad a cesky systém povazuje od data vydani zpravy za
plné kompatibilni se systémy evropskymi.

4. Zavér

Pocatky zavadéni systému SLP v Ceské republice byly
provdzeny mnoha omyly, spéchem a také, bohuzel, ne vzdy
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dokonalym pochopenim problému. Po tvodnich nezdarech,
které mnohdy pfipominaly spiSe ostudu, do§lo ve velmi kratké
dobé k udpravé legislativy, vytvoreni potfebné dokumentace
a k oficidlnimu ustanoveni inspekéniho organu pro oblast che-
mickych litek a chemickych piipravki. Cinnost Narodniho
inspekcéniho orgdnu je na vysoké drovni a od jeho vzniku plné
odpovida jak pozadavkim OECD, tak Evropské komise.
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P. Finger and I. Koruna (ASLAB, National Good Labo-
ratory Practice Monitoring Body, T. G. Masaryk Water Re-
search Institute, Prague): Good Laboratory Practice since
the Recent Past until the Present Time

A short history is presented of introducing good laboratory
practice (GLP) in the Czech Republic since 1998. The results
are described of intensive cooperation between the inspection
section of the State Institute for Drug Control and the Czech
GLP Monitoring Authority. Valid legislative documents rela-
ted to GLP are Act No. 157/1998 Coll., Decree No. 238/2001
Coll., the National GLP Compliance Programme, and metho-
dological guidelines published in parallel in Bulletin of the
Ministry of Environment and and in Bulletin of the State
Institute for Drug Control. Preparation of a new act and decree,
conclusions of the 16th meeting of the working group on GLP
of OECD, and conclusions of the following visit of OECD
inspectors to the Czech Republic leading to the full interna-
tional recognition of the Czech GLP system are described
in detail.
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1. Uvod

Trichlorethen (TCE) pati{ spolu s tetrachlorethenem (PCE) k
nejpouzivanéjsim chlorovanym uhlovodikim. PouZzivi se ja-
ko prumyslové rozpoustédlo, Cistici a odmastovaci prostiedek
a chemickd surovina. Je povaZovdn za latku jednoznacné ci-
zorodou, i kdyZ v pfirodé je v nepatrnych koncentracich vy-
tvafen nékterymi motskymi fasami'%. Primarnim recipientem
uvoliiovaného TCE je atmosféra. Hlavnimi emisnimi zdroji
jsou vypary z odmastovacich operaci, tvorici priblizné 90 %
emisi. Ostatni zdroje zahrnuji ztraty rozpoustédla z textilni
vyroby, ddle pfimo z jeho vyroby, a tniky pfi nedbalém
pouil’vém"%‘ Posledni z nich se nejvice podili na znecisténi fady
lokalit pid, podzemnich i nékterych pitnych vod koncen-
tracemi od nékolika desitek pg.1"! az po stovky mg.1"".

TCE je znacné inertni vi¢i chemickym a zvlasté biologic-
kym transformacim. Ve vyspé&lych statech celého svétaiv CR
se kontaminace touto latkou vyskytuji predev§im v pramys-
lovych zéndch a vojenskych objektech. Vyznacna je situace
v USA, kde bylo v minulych letech zaznamenéno v rtiznych
oblastech znecisténi 9-34 % zdroji pitné vody trichlorethe-
nem”.

K expozici ¢lovéka dochdzi dychdnim kontaminovaného
vzduchu nebo pozivanim pitné vody s obsahem TCE. Ten
v organismu postihuje zejména centrdlni nervovou soustavu,
drazdi o¢ni i nosnf sliznici a v extrémnich pfipadech muize
zpisobit i smrt’. Vyzkumy na zvifatech prokazaly posko-
zen{ ledvin, jater, krve a vyskyt tumord i leukémie. Vztah
mezi ptitomnosti TCE v pitné vodé a zvySenym vyskytem
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malformaci u narozenych déti byl nalezen v nékolika epi-
demiologickych studiich. Vyzkumné priace naznacuji, ze
vlastnim ¢initelem nékterych poskozeni mohou byt metabo-
lity aozkladu TCE v organismu, zejména kyselina trichloroc-
tovd™

Snahy o dekontaminaci Zivotniho prostfedi, zvlaste¢ ptid
a podzemnich vod, vSak nejsou vyvoldny jen vlastni toxici-
tou a persistenci TCE. Jak bylo zjisténo pred nékolika lety,
za anerobnich podminek, které se mohou vyskytovat v pod-
zemnich vodach a spodnich pidnich vrstvach, dochdzi k mi-
krobidlni dehalogenaci TCE na niZechlorované alkeny a poté
na karcinogenni vinylchlorid®. Predejiti tdmto nezadoucim
procesim je tedy vyznamnym tkolem remediacnich techno-
logii.

TCE a dals{ zastupci chlorovanych ethenti jsou v soucasné
dobé ze zZivotniho prostfedi odstranovany predevsim fyzikal-
nimi postupy, kdy jsou z podzemnich vod a z ptidy vybubldny
nebo vypuzeny proudem vzduchu a zachyceny na sorbentu.
Tim se daii kontaminanty ze Zivotniho prostfedi odstranit,
zUstdva ale problém, jak zachdzet se ziskanym odpadem déle.
Biologicky rozklad proto mtize byt velmi zajimavou alterna-
tivou odstranéni TCE, samozfejmé se vSak neobejde bez de-
tailnich znalosti celého procesu.

2. Aerobni degradace trichlorethenu

Mikrobidlni aerobni rozklad TCE probihd téméf vyluc-
né kometabolickym zptisobem, tedy po kontaktu vhodnych
mikrobnich bunék s urcitym specifickym substratem, ktery
v nich indukuje tvorbu pfislusnych katabolickych enzymu. Ty
potom — diky své §irsi substratové specificit¢ — atakuji vice-
mén¢ ndhodné i nepfirozeny substrdt a transformuji jej. Na-
priklad fenol-2-monooxygenasa ma tak Sirokou substratovou
specificitu, Ze kromé fenolu atakuje i resorcinol, kresol, chlor-
fenoly a aminofenoly, orcinol (5-methylresorcinol), pyrogal-
lol a nékteré dal3i latky®.

V ptipadé TCE byl proces aerobni mikrobidlni biotrans-
formace poprvé popsan v osmdesdtych letech dvacdtého sto-
leti’8, coz odstartovalo intenzivni vyzkum biologického i inZe-
nyrského charakteru. Bylo prokazano, Ze schopnost degradace
TCE md nékolik bakteridlnich skupin — pfedev§im methano-
trofni bakterie vyZadujici jako substrat methan”'®, dile fada
bakterii rostoucich na aromatickych uhlovodicich (fenolu,
toluenu, kresolu, o-xylenu, isog)ro;)ylbenzenu)”’ls, nékteré
rody vyuzivajici propan, propen'®!’ & dokonce dimethylsul-
fid'"'® a také nitrifikacni bakterie oxidujici amoniak na dusi-
tany"”.

Spolecnou vlastnosti uvedenych potiebnych substrdtd je
skutecnost, Ze jejich bakteridlni pfeména je v prvnim stupni
katalyzovdna oxygenasami. Tento typ enzymi vndsi jeden
nebo dva atomy kysliku do molekuly substrdtu za udcasti
NADH nebo NADPH. Otdzka, zda jsou to prdvé oxygena-
sy, které katalyzuji i pfeménu TCE, byla zodpovézena po-
mérné zdhy né€kolika pracemi. Bylo prokdzdno, Ze mutanti
postradajici toluen-2-monooxygenasu, resp. toluen-dioxyge-
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nasu ¢i fenol-2-monooxygenasu, ztraci i schopnost transfor-
movat TCE (cit.'*?°?"). U sm&snych mikrobidlnich kultur byly
tyto zdvéry potvrzeny Shihem a spol., ktefi zaznamenali ztrdtu
degradacni aktivity bakterii poté, co jim misto fenolu zacal byt
jako jediny substrat poskytovan neinduktivni pyrokatechol
(prvni meziprodukt rozkladu fenolu)?>. Podle dosavadnich
vysledkd se zd4, ze katalyzy transformace TCE jsou schopny
jen nékteré bakteridlni mono- a dioxygenasy. U kvasinek ¢i
vldknitych plisni, rostoucich napt. na fenolu, zatim tato schop-
nost zjisténa nebyla; naopak — u smésnych inokul byl vzdy pfi
vyznamné&jsim vyskytu téchto organismt zaznamenén pokles
degradacnich vlastnosti danych suspenzi*>>

Praktickou vyhodou kometabolické transformace xeno-
biotik je moZnost vyuziti pfirozenych kultur bakterii. Pon¢kud
nepfiznivym aspektem je vSak mozny vznik dead-end pro-
duktd a ddle pripadnd kompetitivni inhibice pfemény polu-
tantu primdrnim substratem. Enzymové systémy atakuji pred-
nostné prirozené substréty, a proto, jsou-li tyto latky pritomny
ve vyssich koncentracich, miZe dojit ke zpomaleni nebo tpl-
nému zastaveni biodegradace cizorodych latek. V pripadé de-
gradace TCE bakteriemi degradujicimi fenol bylo nékolikrat
experimentalné ovéreno, Ze transformace TCE je pfi souCasné
pfitomnosti fenolu moznd jen pii dodrZzeni pomérné tizkého
rozmezi 5-10 mg fenoluna 1 mg TCE (cit*®27). Jin{ autofi viak
zjistili, Ze v jejich pokusech za 2pfl’tomnosti fenolu k odbou-
ravani TCE nedochdzelo viibec”® a 7e tedy kompetitivni in-
hibice pozadovany proces zcela zamezila. Zdanlivé by bylo
tedy feSenim uplné odstranéni primdrniho substrdtu z degra-
dacni smési po uskutecnéné enzymové indukci, avsak v tako-
vém piipadé se vlivem regulacnich mechanismd bakteridlnich
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bunék zastavi tvorba prislusnych enzymd a po urcité dobé se
degradacni schopnost bakterii ztrati.

3. Produkty biotransformace trichlorethenu

Neni divu, Ze se kritce po objevu moznosti bakteridlni
transformace TCE objevily i snahy o jeji praktické vyuziti pro
dekontaminaci znecisténych lokalit. Z pohledu bioremediac-
nich technologii je dnes nejvétsi vyznam piikldddn methano-
trofnim bakteriim a bakteriim vyuzivajicim fenol nebo toluen.
P1i vybéru kultury pro bioremediace se prihlizi k fadé faktort,
zejména k hodnotdm jeji transformacni kapacity, k charakte-
ru primdrniho substrdtu, afinité piisluSného enzymu k TCE
a nejvice ke vznikajicim produktiim a jejich toxicité. Vyhody
vyuziti methanotrofnich bakterii spocivaji predevsim v apli-
kaci netoxického methanu jako substratu a ve vyssi pocatecni
rychlosti degradace®, zatimco ve prospéch druhd vyuZiva-
jicich toluen nebo fenol hovofi rychlejsi rist, vyssi transfor-
macni kapacity a o néco vétsi odolnost vici toxickym meta-
bolitlim i snadnd vazba na piipadny nosic®, Nejvyznamnéjsi
faktor, ovliviiujici vybér degrada¢niho organismu, vSak spoci-
vd ve vznikajicich kone¢nych produktech degradace (obr. 1).
Ty jsou zdvislé piedevsim na typu oxygenasy, muize je vSak
ovlivnit i ostatni enzymovd vybava bakterii. Velmi pfiznivd je
situace pfi transformaci katalyzované toluendioxygenasou. Ta
vnds$i do molekuly substrdtu dva atomy kysliku a vznikly
labilni meziprodukt poskytuje jako kone¢né produkty kyse-
linu mraven¢i a glyoxylovou, pfi¢emz organicky vdzany chlor
prechdzi na chloridy®'. Zakladnim krokem biotransformace

=

Cl

trichlorethen

e

rozpustnd methanmonooxygenasa

rozpustnd methanmonooxygenasa

toluen dioxygenasa

toluen 2-monooxygenasa
fenol 2-monooxygenasa

CI\C OH
Cl—, < cl
CI/ OH

hydrat chloralu

|

dehydrogenasa .

e
///
' N

kyselina trichloroctovd
trichlorethanol

kyselina dichloroctova

!

_ xr{
Cl
epoxid O\ /O
TCE Fe

kyselina mravenci
kyselina glyoxylovd
oxid uhelnaty

kyselina mravenci
kyselina glyoxylovd

Obr. 1. Mozné degradacni cesty TCE pri pasobeni raznych typi oxygenas. Chlor vdzany v molekule TCE je transformovan na chloridy
(http://www.labmed.umn.edu/, the University of Minnesota Biocatalysis/Biodegradation database)
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TCE pri katalyze monooxygenasami je pfeména na epoxid
TCE (cit.****). Tento meziprodukt je zna¢né nestabilni (po-
locas rozpadu okolo 10 s) a podléha spontanni vicestupiiové
hydrolyze na konec¢né produkty. Témi jsou rovnéz kyseliny
mravenci a glyoxylovd, ddle chloridy a urcité mnoZstvi oxidu
uhelnatého, jak bylo popsdno u bakterie Burkholderia cepacia
vybavené toluen-2-monooxygenasou33. U nékterych bakterif,
zejména methanotrofnich, je vSak TCE transformovén nejen
na epoxid TCE, ale i na chloral (2,2,2-trichloracetaldehyd)
addle nakonec¢né produktg: ksyseliny dichloroctovou, trichlor-
octovou a trichlorethanol®**>, coz jsou latky, jejichZ toxicita
je vyssi nebo srovnatelnd s piivodnim TCE. Teprve neddvno
byla objasnéna i draha biotransformace TCE za dcasti fenol-
-2-monooxygenasy. Bylo zji§téno, ze dana degradacni cesta je
prakticky shodnd s drdhou u toluen-2-monooxygenasy, tj.
vyhradné prfes epoxid TCE, se vznikem kyseliny mravenci,
glyoxylové a oxidu uhelnatého®. Ishida a Nakamura® pro-
kazali, zZe pri aplikaci bakterii Ralstonia sp. KN1-10A s fenol-
-2-monooxygenasovou aktivitou dochdzi ke kvantitativnimu
uvoliiovdni organicky vdzaného chloru ve formé chloridd
a tim k eliminaci téch nejproblémovéjsich ¢asti molekuly
TCE.

Na zdkladé téchto vysledkd by se mohlo zdat, Ze favority
pro bioremediacni postupy jsou bakteridlni druhy rostouci na
fenolu nebo toluenu, jiné vysledky vSak ukazuji, Ze situace
neni tak jednoznatnd — napf. Sun a Wood zjistili®®, Ze me-
thanotrofni bakterie Methylosinus trichosporium OB3b doka-
Ze prevést organicky vazany chlor z TCE kvantitativné na
chloridy (zméfend mira mineralizace 102 %), zatimco u druhd
rostoucich na aromatech byla schopnost mineralizace o néco
niz8i — u Pseudomonas mendocina KR1 85 %, u Burkholderia
cepacia GR 62 % a u Pseudomonas putida F1 jen 51 %. Je
tedy zfejmé, ze mira mineralizace chloru a spektrum konec-
nych produkti jsou rtizné u rtiznych kultur a vysledky ziskané
u nékteré z nich nelze zobecnovat. Vysvétlenim rozdilnych
vysledkd by mohl byt spontdnni vznik kyseliny dichlorocto-
vé z epoxidu TCE (cit.”®), kterd miize byt ddle dechlorovi-
na a prevddéna na kyselinu glyoxylovou. Reakce vSak neni
katalyzovdna oxygenasami, ale jinymi mikrobidlnimi enzymy
a prubeh je tedy zavisly na enzymové vybave pouzitého mik-
roorganismu.

Ponékud jind situace je vsak v pripadé aplikace smésnych
mikrobidlnich kultur — Chang a Alvarez-Cohen dokazali, Ze
pfi transformaci TCE je produkce kone¢nych produktd u mik-
robidlni smési rostouci na methanu obdobna jako u smésnych
kultur kultivovanych na fenolu, propanu nebo toluenu®’. Pi
studiich s TCE znagenym “C zjistili, ze TCE je viemi smés-
nymi kulturami transformovan z 65-70 % na CO,, z 25-30 %
na netékavé, ve vodé rozpustné slouceniny a jen 1-5 % pre-
chézi na tékavé slouceniny. I produkce chloridd byla ve v§ech
pfipadech srovnatelnd a piesahovala 95 % teoretického mnoz-
stvi.

Samostatnou kapitolou je otdzka toxicity vznikajicich me-
tabolit. Nebezpecim pro degradujici baktérie mize byt néko-
lik metaboliti véetné epoxidu TCE, nebot bylo zjisténo, Ze
napf. toluen-2-monooxygenasa je v pokusech in vitro vyznam-
né inaktivovdna kovalentni modifikaci v priibéhu pfemény
TCE (cit.*). Dalsi autofi prokazali, Ze poskozeni bungk Burk-
holderia cepacia mé charakter oxida¢niho stresu®®. Na druhé
strané vSak existuji prace popisujici pribéh biotransformace
TCE bez zjevného poskozeni klicového enzymu®®¥, a tak
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i zde tedy existuje znac¢nd zdvislost na pouZzité degradacni
kultute a podminkdch vlastniho biologického procesu.

4. Aplikace bakterialnich kultur
pro dekontaminaci podzemnich vod

Prakticky lze biologickou degradaci TCE provadét jak
pomoci smésnych, tak i ¢istych kultur bakterif, véetné vyuziti
geneticky upravenych kment. Jednotlivé skupiny maji své
vyhody i zdpory. Vyhodou smésnych kultur, napt. adapto-
vaného aktivovaného kalu nebo sedimentu, je predevsim za-
stoupeni velkého spektra bakteridlnich druhti v ziskané smési.
Pripadny vznik nezddoucich metabolitti a jejich toxické ucin-
ky jsou mdlo pravdépodobné vzhledem k bohatému enzymo-
vému vybaveni takové kultury. Nedochazi zde vSak k selekci
kment s vysokou ticinnosti biotransformace TCE a degrada¢ni
schopnost takového konsorcia miize pfi dlouhodobé&jsi kulti-
vaci znatné kolisat>> 2>, Piipadny pokles degradacni aktivity
smésné kultury byvd zplsoben ubytkem degradacnich bak-
térii, které mohou byt ve srovnani s dal$imi pfitomnymi druhy
vice citlivé k toxickym udc¢inkim TCE a meziproduktt jeho
rozkladu®. Tuto nevyhodu Ize odstranit aplikaci &istych nebo
definovanych kultur se zndmymi vlastnostmi. Dnes je jiz
dostatek odbornych praci doklddajicich, Ze uspésnd biotran-
sformace TCE miZe byt uskute¢néna jedinym, dobie prostu-
dovanym bakteridlnim kmenem?**32*#1 Tato cesta miize byt
dnes jest¢ umocnéna aplikaci geneticky upravenych orga-
nismt (GMO), napf. se stdlou (konstitutivni) produkci oxy-
genas. To umoziuje pri kultivaci degradacni kultury vylou-
¢eni primdrniho substrdtu, a tim i odstranéni problému kom-
petitivni inhibice pfi vlastni degradaci polutantu. Zajimavym
piikladem mitize byt schopnost kmene Ralstonia eutropha
AEK301/pYK3021 degradovat TCE i pfi jeho velmi vysokych
vstupnich koncentracich 100-200 mg.l"l (cit.*?). Genetické
dpravy vSak nabizi i dal$i moznosti vylepSeni vlastnosti de-
gradacnich kultur — je mozné umistit geny, kédujici potfebné
oxygenasy, pod kontrolu regulacnich jednotek spousténych
pfi nedostatku Zivin (tzv. starvation promotorti), coz vede ke
zvySeni degradacni aktivity pomalu rostoucich bunék a k nizké
produkci biomasy. Matin a spol. tak zkonstruovali Escherichia
coli AMS187, ktera degradovala TCE pii cca 100x nizsi
produkci biomasy ve srovndni s pfirozenymi bakteriemi, byt
reakéni rychlost byla pomémé nizka*. Do budoucna Ize uva-
Zovat i o fizené konstrukci degradac¢nich enzymi s vysokou
afinitou k polutantu. K tomu by mély pfispét i znalosti o ami-
nokyselinovych sekvencich oxygenas bakteridlnich kmend
s vysokou rychlosti degradace TCE, jak je prezentovali napf.
Futamata a spol. pfi sledovani vztahu mezi primdrn{ strukturou
a-podjednotek fenol-2-monooxygenas a degradacni aktivitou
riiznych bakteridlnich kmend®,

I ptes fadu tspé$nych pokusi o konstrukci GMO odstratiu-
jicich TCE (cit.*******) je viak zatim jejich praktick4 aplikace
oteviend — je otdzkou, zda ndklady na jejich vyvoj a také doba
potiebnd k legislativnimu schvalovacimu procesu budou ade-
kvétni mife intenzifikace procesu, nehledé na postoj casti
vefejnosti k vyuzivdni GMO. Lze si ov§em predstavit stav, kdy
by vétsina znecisténych lokalit (s nizkymi az stfednimi kon-
centracemi TCE) byla dekontaminovdna pomoci pfirozenych
kultur a jen mista s velmi vysokym az extrémnim zatiZenim
by byla prostorem pro aplikaci schvdlenych GMO.
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Zavérem lze uvést nékolik piikladi terénnich pokust o de-
kontaminace prostiedi za pomoci rtiznych kultur mikroorga-
nismi. Vyznamnd je série studif z testovaciho mista Moffett
Field v Kalifornii, kde byly provddény pilotni experimenty
degradaci TCE a pozdéji i dalsich chlorovanych uhlovodiki
za vyuziti prirozené mikrofléry. Ve zkouskach s TCE bylo
prokdzano, Ze injekci fenolu do kontaminovanych podzem-
nich vod spolu s kyslikem je mozné dosdhnout vyrazného
ibytku TCE. Pfi kontaminaci do 500 pug.I"! bylo po 30 hodi-
nach od injekce fenolu (12,5 mg.I™") a kysliku (35 mg.1™)
dosazeno poklesu TCE 0 87-89 %, pii kontaminaci 1000 pug.1™"
byl za stejnych podminek pokles TCE kolem 77 %, avSak po
zvyseni davky fenolu na 25 mg.1"! bylo odstranéno 90 % TCE
(cit.*). Pozdgji byla prokédzana i tisp&snd degradace TCE pii
aplikaci toluenu (9 mg.I™") a také vibytek 1,2-dichloroethenii
(DCE), (2)i (E) (cit.*"). Obdobny proces, zaloZeny na injektdzi
methanu, kysliku a minerdlnich Zivin, byl vyzkousen v Japon-
sku, kde §lo o pokus dekontaminace podzemnich vod v bez-
prostfednim okoli domu. Pfi koncentraci TCE 220 ug.l’1 bylo
sice po tydennim procesu odstranéno jen 10-20 % polutantu,
autofi v§ak hodnot{ postup jako bezpecny zptisob dekontami-
nace prostfedi v zastavb&*. Zcela jiného charakteru byla te-
rénni zkouska bioremediace podzemnich vod, kontamino-
vanych smési chlorovanych uhlovodikd, a to za pouziti GMO
Burkholderia cepacia ENV435 s konstitutivni produkci to-
luen-2-monooxygenasy. Nékolik set litrii kultury tohoto mik-
roorganismu bylo injikovdno spolu s kyslikem do podpovr-
chové zvodnélé vrstvy. Vzhledem k rozdilnému transportu
bakterif byly v nékolika méfenych vrtech zaznamendny mirné
rozdily v dbytku chlorovanych ethent, avSak v nejprtikaz-
néjSim pifpadé doslo k poklesu tékavych organickych latek
z hodnoty cca 2200 pg.1™" na 250 pg.I™" a mistné dokonce pod
50 ug.I™" (cit.*).

Z uvedenych udaji je zfejmé, Ze bakteridlni aerobni de-
gradace trichlorethenu je redlnou alternativou fyzikdlné-che-
mickych postupti dekontaminace znecisténych lokalit od chlo-
rovanych ethent, s dobrymi vyhlidkami na dplnou minerali-
zaci uvedeného polutantu, vyzadujici v§ak dokonalou znalost
procesu a dikladné ovéteni pouzité mikrobidlni kultury.
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1. Uvod

Znecistenie Zivotného prostredia v si¢asnom obdobi na-
dobuda Coraz vicsie rozmery. Kazdoro¢ne sa na svetovych
trhoch objavuje viac nez tisic novych chemikalif, ktorych osud
aspravanie sa v prirode je mozné iba tazko predvidat. Neustdle
sa zvySujtca priemyselnd vyroba a intenzivne polnohospodar-
stvo s pri¢inou vysokej koncentrdcie ldtok, ktoré nemaju
prirodny charakter a su ,,cudzie Zivotnému prostrediu. Velké
mnozstvo organickych zlicenin vyrdbanych ¢lovekom je ha-
logénovanych, ¢o je pri¢inou ich perzistencie v Zivotnom
prostredi. Chléraromdty patria medzi vdZzne a nebezpecné
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kontaminanty v dosledku vysokej priemyselnej produkcie,
znacnej perzistencie, bioakumuldcie a toxicity. Naviac, tieto
latky patria k nebezpecnym Skodlivindm, t.j. s charakteristic-
ké takymi vlastnostami, ktoré mozu byf pric¢inou poskodenia
zdravia Tudi a poskodenia Zivotného prostredia.

Velkd skupinu chlérarométov predstavuji chlérfenoly,
ktoré sa v dosledku svojich vynikajtcich vlastnosti intenzivne
vyuzivaji v mnohych odvetviach priemyslu i polnohospodar-
stva viac ako 50 rokov. Okrem toho, Ze sa vyuZzivaju ako
antiseptické a selektivne rozpistadld, v Zivotnom prostredi sa
vyskytuju aj ako medziprodukty degraddcie pesticidov. Z toh-
to dovodu sa v znacnych koncentrdcidch nachddzajd v pode,
vode i sedimentoch.

Najvicsie vyuZitie medzi chlérfenolmi md pentachlérfe-
nol (PCP), ktory sa este v neddvnej minulosti intenzivne
pouzival ako vSestranny herbicid, fungicid a insekticid, pri
ochrane a konzervdcii dreva a pri pestovani ryZe. PCP sa
v pdde nachddza aj ako degradacny produkt bezne pouZziva-
nych pesticidov (linddnu, pentachlérbenzénu, fenoxyoctove;j
kyseliny a hexachlérbenzénu). V dosledku toxicity a velkého
rozsirenia v Zivotnom prostredi patri medzi najviac Studované
fenoly.

Neustdly tlak priemyselnej vyroby, tlak r6znych ekologic-
kych organizdcif a v neposlednej rade poziadavka ¢o najmen-
Sej ekonomickej narocnosti posunuli do popredia zdujmu vy-
skumu prirodné procesy, umoziiujice bez vicsich financnych
poziadaviek a dalSej zdtaze pre prirodu odstrdnit kontamina-
ciu. Remediacné technoldgie, vyuzivajice biologické postupy
degraddcie kontaminantov, predovSetkym metabolicku ¢in-
nost mikroorganizmov, sa nazyvaji bioremedidcie. Biore-
mediac¢né technoldgie sa javia ako perspektivna ekologickd
a ekonomicka alternativa fyzikdlno-chemickych postupov od-
strailovania kontaminantov.

2. Fenol a jeho chlérderivaty

Fenol a jeho chlérderivéty patria medzi bezné polutanty
vodnych zdrojov a pddy, pricom ich povod byva rozmanity.
Chlérované fenoly a najmé pentachldrfenol patrili medzi Siro-
ko pouzivané biocidy v priemyselnych odvetviach a v polno-
hospoddrstve uz od roku 1920. Chlérfenoly boli vSestranne
pouzivané vdaka ich rozpustnosti v organickych rozpustad-
lach, ako aj rozpustnosti v sodnych soliach. Jednym z najdole-
zitejSich pouziti bola ochrana cerstvo spileného dreva proti
hubdm poskodzujicim miazgu a tieZ pre dlhodobud ochranu
drevenej gulatiny, Zelezni¢nych podvalov a stavebného dreva.
PCP sa tiez pouzivali ako biocidne prisady do farieb a r6znych
druhov olejov a ako herbicidy na ryZzovych poliach'~.

Su zndme aj iné zdroje chlérfenolov okrem vyssie uve-
denych vyuzZiti ako biocidov. Chlérované fenoly su inter-
medidtmi v syntézach inych biocidov, napriklad herbicidu
kyseliny 2,4-dichlérfenoxyoctovej (2,4-D) a kyseliny 2,4,5-
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-trichlérfenoxyoctovej (2,4,5-T) (cit.S). 2.4-Dichlérfenol a 2,4,5-
-trichlérfenol su produkty mikrobidlneho rozkladu tychto her-
bicidov. 2,4-D je jeden z najpouzivanejsich herbicidov na
svete.

Velké mnozstvo chlérovanych organickych zlicenin, vra-
tane chlérovanych fenolov, je produkované pocas chemického
bielenia chlérom. Nové spdsoby bielenia vyrazne znizujd
hladinu chlérovanych fenolov®. Chlérfenoly si analogicky
tvorené pocas chlordcie pitnej vody obsahujicej huminové
latky’. Vznikaju tieZ pocas horenia organického materidlu
v pritomnosti chléru, napriklad spalovanim mestskych tuhych
odpadov alebo pocas horenia Cerstvého dreva, pricom unikaju
do ovzdugia®’. Chlérfenoly st teda globélne polutanty, kto-
ré boli ndjdené aj v sedimentoch jazier odlahlych od priemy-
selnych centier®. Boli ndjdené v usadenindch slojov stariich
ako 50 rokov pred zapocatim priemyselnej vyroby, z ¢oho
vyplyva, Ze vznikli pravdepodobne pri lesnych poZziaroch.
Okrem toho je zaujimavé, Ze niektoré chlérfenoly su biologic-
kého povodu, napriklad 2,6-dichlérfenol je feroménom klies-
tov®!". Chlérfenoly nie sii teda vyhradne antropogénneho po-
vodu.

Chlérované aromaty predstavuju nebezpecné kontaminan-
ty pre cely ekosystém. Ich koncentricia v pode, morskych
a sladkych voddch sa monitoruje nielen na izemi Statov Eu-
ropskej tnie'!, ale aj v azijskych krajindch, napr. v Cine'.
O ich zdvaznom vplyve na zdravie ludského organizmu, akuit-
nych aj chronickych t¢inkoch, mutagénnych, karcinogénnych
a teratogénnych t¢inkoch'? sved¢ia mnohé préce a $tidie po-
jednavajice o pritomnosti tychto polutantov v potravinéch“.

3. Chemicka Struktira a vlastnosti PCP

Pentachlorfenol (PCP) je organickd zlicenina (C,Cl;0H)
vyrdband katalytickou chlordciou fenolu, ale aj prirodne pro-
dukovand aromatickd zlicenina (obr. 1). Je stabilny, rozpustny
vo vicsine organickych rozpusfadiel, mierne rozpustny vo
vode a ¢iastocne prchavy. Stabilita PCP suvisi s jeho Struktu-
rou — na aromatické jadro je naviazanych pit atémov chléru.
Jedind hydroxylova skupina sa nachddza v polohe 1 a zodpo-
vedd za dcast pentachlérfenolu v nukleofilnych reakcidch.

Technickd zmes PCP, ako beznd komercne dostupna for-
ma, je svetlohnedd alebo siva krystalickd ldatka. Pozostdva
z 85 % z PCP, 4-8 % tvori tetrachlorfenol, 2—-6 % nizsie
chlérované fenoly a v stopovych mnozstvach sa vyskytuji
chlérované dibenzo-p-dioxiny a chlérované dibenzofurdny ',
ktoré obsahujui 6-8 atémov chléru. Komercne dostupnd je aj
sodnd sol PCP — pentachlérfenoldt sodny (NaPCP), ktory je
vo vode rozpustny. Zdkladné fyzikdlne a chemické vlastnosti
PCP st uvedené v tabulke I.

Pre zivocichy je PCP akiitne toxicky. Zasahuje do oxida-
tivnej fosforyldcie, ktorej mechanizmom dochddza k prenosu
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Obr. 1. Struktira pentachlérfenolu (PCP)
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Tabulka I
Zikladné fyzikdlne a chemické vlastnosti pentachlérfenolu
(PCP)'®

Parametr Hodnota'®
Molekulova hmotnost, g.mol™ 266,35
Bod topenia, °C 190,2
Bod varu, °C 300,6
Hustota, g.cm‘3 1,85
Rozpustnost vo vode, g.1™!
0°C 0,005
20 °C 0,014
30 °C 0,020
50 °C 0,035
70 °C 0,085
Rozpustnost v org. rozpustadlach, g1, pri 25 °C
metanol 180
aceton 50
benzén 15
pK,, pri 25 °C 4,70
log K, pri 25 °C 5,01

elektrénu cez dychaci refazec az na kyslik a zabrariuje tak
syntéze ATP. Pristup PCP do tela jedinca nastdva vdychnutim,
pozitim alebo absorpciou cez pokozku. Medzi symptomy
prejavujuice sa v styku s PCP patria dermatitidy, podrdzdenie
oc¢i, nosnej dutiny, hltana, dychacie problémy, hyperglykémia,
zvyseny krvny tlak a iné kardiovaskuldrne tazkosti'®. Davka
PCP nespdsobujica tfazkosti (uddvand ako NOEL tzn. no-ob-
servable-effects level) je mnoZstvo PCP, ktoré je schopné
organizmus prijat bez naslednych symptomatickych prejavov.
Fetotoxicky limit NOEL predstavuje 5,8 mg PCP na 1 kg
telesnej hmotnosti za deni. Limit NOEL pre chronickd toxicitu
je 3mgna 1 kg a deni. Hodnota NOEL pre 2,4,5-trichlérfenol
je500 mgnal kg a deii'”. Pre porovnanie fetotoxicky limit
NOEL pre chlérované dioxiny je 1 g na 1 kg a deil. Mutage-
nicita PCP zatial nebola preukdzand, ale je znamy jeho embryo
toxicky a embryoletdlny ti¢inok na potkany'®. U vii&siny Zivo-
¢isnych druhov je PCP metabolizovany a eliminovany z tela
von.

Pre rozne rastlinné druhy md PCP fytotoxicky ucinok.
Pritomnost PCP bola dokdzand v listoch stromov, vyssie kon-
centrdcie PCP boli ndjdené v ihli¢i borovic'®, Tento sposob
zachytdvania PCP zo zneCisteného ovzduSia by bol zvlast
vyhodny pre monitorovanie vzdu$nej kontamindcie.

Legislativna tiprava MP SR z roku 1994, urcujica najvys-
Sie pripustné hodnoty Skodlivych ldtok v pode, stanovuje tri
stupne zdvaznosti zneCistenia — A, B, a C (cit."®). Referen¢nd
hodnota A znamend, Ze pdda nie je kontaminovand, ak je
koncentrdcia latky pod touto hodnotou. Indika¢na hodnota B
znamend, Ze kontamindcia bola analyticky preukdzand a je
nevyhnutné dalSie monitorovanie znecisteného miesta. Indi-
kacnd hodnota C pre sandciu znamend, Ze je nutné okamZite
vykonaf analytické zmapovanie rozsahu poskodenia prislus-
ného miesta a rozhodnit o spdsobe ndpravného opatrenia.
Limitné hodnoty pre PCP si nasledovné: A = 0,1 mgkg™
suchej pddy; B = 1 mg.kg ' suchej pody; C = 10 mg.kg™" suchej
pody.
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4. Mikrobidlna degradicia chlérfenolov

Biodegradicia je vo vSeobecnosti biologicky rozklad or-
ganického polutantu d¢inkom enzymovej aktivity. Jej kon-
covymi produktami st oxid uhli¢ity, voda, pripadne dalSie
anorganické zliceniny, napr. amoniak, sirany. Takito biode-
graddciu mozno oznacit ako tplnu, nazyvand aj mineralizacia.
Biodegraddcia je sihrnom viacerych reakcif nadvizujicich na
seba alebo vzdjomne sa podmiefiujicich. Jednotlivé kroky,
sposobujtice Ciastkové zmeny v Struktiire xenobiotika, sa ozna-
¢uju ako biotransformdcia.

K odstraneniu PCP moze dojst abiotickymi procesmi, ako st
prchavost, fotorozklad a adsorpcia. Biotickd degradédciu mozu
uskuto&nit rastliny, Zivogichy a mikroorganizmy~C. Bolo izolo-
vanych niekolko druhov aerébnych baktérii a hiib schopnych vy-
uzivat chlérfenoly ako zdroje uhlika a energie. MoZnosfou bio-
degraddcie PCP kmenimi Flavobacterium gleum, Agrobacte-
rium radiobacter a Pseudomonas sp. sa zaoberali Yu a Ward?".

Aerdbne chldrfenoldegradujice baktérie mozno rozdelit
na zdklade ich substrdtovej Specificity a mechanizmu degra-
ddcie do dvoch skupin:

1. kmene degradujiice mono- a dichlérfenoly
2. kmene degradujuce tri-, tetra-, a pentachlorfenoly

Polychlérované fenoly si vo vSeobecnosti degradované
v prvom $tadiu dechlordciou cestou hydroxyldcie (ide o nahra-
denie substituenta chléru hydroxyskupinou) a redukcnej de-
chlorécie. Po odstraneni vietkych alebo vicsiny substituentov
chléru dochddza k Stiepeniu aromatického kruhu. Centrdlnym
intermedidtom v degraddcii tri-, tetra- a pentachlérfenolov su
chlérované hydrochinény. Na druhej strane mono- a dichlér-
fenoly si vo vSeobecnosti degradované cez intermediat chlo-
rovanych pyrokatecholov s dechlordciou az po rozstiepeni
aromatického jadra. Anaerébne baktérie dechléruju chlérfe-
noly redukcne, ale neatakujui aromaticky kruh. V hubdch je na
degraddciu polychlérovanych fenolov potrebnd pritomnost li-
gnin- a mangédn-peroxiddzového komplexu, kym monochlér-
fenoly si degradované cez chlc’)rpyrokatecholyzz.

4.1. Aerobna degraddcia
chlérovanych fenolov

Mnohé studie biodegraddcie chlorfenolov sa sustredovali
na objasnenie tejto metabolickej drahy a poukdzali na spoloc-
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ny metabolicky krok aerébnych organizmov. V tomto kroku
sa za spotreby kyslika aduje hydroxyskupina na Struktiru
fenolu a dochadza k oxygenacii fenolu fenolhydroxylazovymi
enzymami za tvorby pyrokatecholu. Zliceniny pyrokatecho-
lového typu st vSeobecnymi intermedidtmi biodegradicie fe-
nolickych zlucenin a boli dokdzané aj pri biodegradécii ben-
zénovych jadier abifenylov. Substiticia dvoch hydroxyskupin
vo vzdjomnom orto-postaveni umoziiuje enzymatické rozstie-
penie kruhu za vzniku organickych kyselin, ktoré podliehaji
dal$im reakcidm za vzniku metabolitov, ktoré sa mdzu zapojit
do cyklu trikarboxylovych kyselin'** (obr. 2). Dehalogendcia
fenolov s nizkym poctom atémov chléru (mono- a disubstituo-
vanych) nastdva po naruSeni jadra oxygendzou s naslednym
odstranenim chléru. V pripade fenolov s vySS§im stuptiom
chlordcie, je chldr substituovany hydroxylom este pred roz-
Stiepenim kruhu.

Chlérované pyrokatecholy, ako kItic¢ové metabolity degra-
ddcie chlérovanych fenolov, nemusia vznikat len hydroxyla-
ciou. Dal3ou moznou reakciou je dioxygendcia, hoci rozlisenie
medzi hydroxyldciou a dioxygendciou nemusi byt absoltitne®*.
Rovnako mozu existovat drobné rozdiely v metabolickej dra-
he — Stiepenie jadra mdze nastaf nielen medzi dvoma kysliko-
vymi atomami, ale aj medzi C2-hydroxylom a vedIajSim
atomom uhlika (tzv. meta-Stiepenie) (cit.25). Sposob Stiepenia
pyrokatecholového jadra moZe byt pre mikroorganizmus roz-
hodujtici, pretoZe metabolity meta-Stiepenia mézu byt toxické
a mozu inhibovat dalsiu degraddciu® .

Spektrum mikroorganizmov schopnych vyuZzivat fenol a je-
ho chlérderivity je pomerne Siroké a zahfiia baktérie, kvasinky
aj huby. Medzi baktérie utilizujuce fenol a jeho derivaty patria:
Alcaligenes sp.*%, Pseudomonas putida®', Arthrobacter sp.,
Flavobacterium sp.zg, Desulfvibrio sp., Rhodopseudomonas
palustris, Methanospirillum hungatei®, Desulfomonile tied-
jei30’3], Sphingomonas chlorophenolica, Mycobacterium chlo-
rophenolicum™ (obr. 3) a Sphingomonas sp.>> Medzi kvasinky
degraduglice fenol a jeho chlérderivdty patria: Rhodotorula
rubra®>*%%, Fusarium flocciferum®®, Rhizobium sp.37, Crypto-
coccus elinovii*’ a Candida maltosa™. Ako drevokazné hu-
by degradujice 9pentachlc’)rfenol su uvddzané Phanerochaete
chrysosporium® a Trametes versicolor™.

Sphingomonas chlorophenolica, baktérie mineralizujice
PCP, degraduji PCP cestou 2,6-dichlérhydrochinénu (2,6-
-DCHQ). Sp6sob premeny PCP na 2,6-DCHQ je zndmy, kym

— > ~ O\COOH N ‘\O\COOH
X~ C=0 C=0

fenol
eno pyrokatechol kyselina mukoénolakton 3-oxoadipat
(Z,Z)-mukonova enol-lakton
COOH
s eH
(6] (0] 2
X X Co +
> COOH > COOSCo
C COOH C COOH |SCoA (|3Hz —>  TCAcyklus
COOH
kyselina 3-oxoadipoyl-CoA acetyl-CoA kyselina
3-oxoadipova jantarova

Obr. 2. Draha orto-stiepenia fenolu aerébnymi baktériami'
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Obr. 3. Degrada¢na draha PCP kmenom Mycobacterium chlorophenolicumzz. Zliceniny: A — PCP; B — 2,3,5,6-tetrachlérhydrochinén, C —
3,5,6-trichlérbenzén-1,2,4-triol, D — 3,6-dichlorbenzén-1,2,4-triol, E — 6-chlorbenzén-1,2,4-triol, F — benzén-1,2,4-triol
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Obr. 4. Degradacia PCP anaer6bnymi mikroorganizmami; TeCP — tetrachlérfenol, TCP — trichlérfenol, DCP — dichlérfenol

sposob premeny 2,6-DCHQ je nejasny. Pravdepodobne dole-
Zitud ulohu zohrdva gén pcpA. Predstavuje sekvenciu pre tvor-
bu kruhovo S$tiepnej dioxygendzy v spojeni s hydrochin6no-
vymi derivdtmi a premieiia 2,6-DCHQ na 2-chloromaleylace-
tat*"*2 Xu a spol.*® sa zaoberali §tudiom génu, ktory kéduje
2,6-DCHQ dioxygendzu. Tento enzym katalyzuje aerébnu
Fe?*-dependentni reakciu 2,6-DCHQ. Jeho pritomnost sa de-
teguje kompetitivnou polymerdzovou retazovou reakciou po-
mocou 16 S rRNA génu*. Orto-chlérfenoldehalogendza, pu-
rifikovand z Gram-pozitivnych baktérii Desulfitobacterium
dehalogenans, katalyzuje redukéné odstraiovanie halogéno-
vych atémov z orto-pozicie 2-chlérfenolu, 2,4-dichlérfenolu,
2,6-dichlorfenolu, pentachlérfenolu a 2-brom-4-chlérfenolu.
Z genému mikroorganizmu Desulfitobacterium dehalogenans
boli izolované gény, klonované a sekvenované. Tymto postu-
pom sa zistila pritomnost dvoch uzavretych spojenych génov
cprA a CSprB, ktoré umoziuji membranové ukotvenie dehalo-
genaizy4 .

Na degraddciu PCP v odpadovych voddch v laboratérnych
diskontinudlnych a kontinudlnych reaktoroch boli pouZité vol-
né a imobilizované bunky Flavobacterium sp. VoIné bunky
Flavobacterium sp. v diskontinudlnych reaktoroch kompletne
degradovali PCP pri koncentracii 30 a 50 mgl™, ale iba
Ciasto¢ne pri koncentrécii 65 mg.1™". Flavobacterium sp. imo-
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bilizovany v algindte bol schopny v kontinudlnom reaktore
degradovat 60 mg PCP.1". Z uvedeného vyplyva, ze imobili-
zované bunky Flavobacterium sp. toleruju vyssie koncentra-
cie PCP neZ volné bunky™,

Inou moznosfou rozkladu chlérovanych fenolov ako aj
inych chlérovanych aromdtov v priemyselnych odpadovych vo-
déch je pouzitie Fentonovej reakcie, pripadne ozonizdcie™ ™.
Biodegraddciou nizkych koncentricii PCP v podzemnych vo-
dach autochténnou mikroflérou sa zaobera Schmidt a spol.*’

4.2. Anaerdobna degraddcia
chlérovanych fenolov

Hoci aerébna degradécia chlérovanych fenolov je dosta-
tocne opisand, omnoho menej vieme o ich anaerébnej degra-
décii. Aj v tomto prl’?ade je redukénd dechloricia klicovou
reakciou. Ide a spol.”® boli prvi, ktori navrhli reduként de-
chlordciu chlérfenolov v anaerébnych podach. Kuwatsuka
a Igarashi®' a Murthy a spol.” referovali o podobnej dechlo-
racii PCP, navrhujic prednostné odstranenie atomov chléru
v orto- a para-polohdch. Anaerébne dechlordcie chlérfenolov
boli najcastejsie Studované na metanogénnych kultirach, vy-
uzivajucich odpadové kaly, sedimenty a pody ako inokulum.
Metanogénne degraddcie chlérfenolov zacinaji redukénou
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dechloréciou a vo vicsine pripadov uprednostituji odstrane-
nie orto-chlérov>>~% ale dechloraéné dréhy u roznych mikro-
bidlnych konzorcii sa mozu lisit. Po pociatocnej orto-dechlo-
rcii zvycCajne vznikd 3,4,5-trichlérfenol. Nasleduje para-de-
chlorécia na 3,5-dichlérfenol®®®*-%2 Dechlordcia asto nie je
kompletnd a hromadia sa di-, tri- a tetrachl(’)rfen01y30’31’63’65
(obr. 4).

5. Faktory ovplyviiujice biodegradaciu PCP

Aby bolo mozné uspesne predikovat a ¢iastocne aj ovplyv-
novat potencidl odbidravania chléraromdtov v pdde, je potreb-
né dokladne poznaf ich chemické a fyzikdlno-chemické vlast-
nosti, ako aj faktory pddneho prostredia, ktoré mdzu osud
tychto xenobiotik ti¢inne ovplyviovat.

Sndad' najdolezitejSia vlastnost chemikalii z hladiska ich
osudu v zZivotnom prostredi je ich rozpustnost vo vode, pretoze
na zdklade tejto hodnoty sa posudzuje ich pohyblivost, stabi-
lita, rozklad, bioakumuldcia a sorpcia. Narozdiel od polychlé-
rovanych bifenylov (PCB), ktorych rozpustnost vo vode je
velmi nizka, majui chldrfenoly vySSiu rozpustnost, ktord sa
zniZuje so zvySovanim poctu atémov chléru. Hodnota rozpust-
nosti PCP pri teplote 20 °C a pH 7 predstavuje 14 mg.l™!
(cit.*).

Dalsia dolezitd vlastnost je rozdelovaci koeficient okta-
nol-voda K_,, ktory indikuje bioakumuldciu a biokoncentra-
ciu chemikdlif. Hodnota log K, pre PCP 5,05 je podobnd
nizsie substituovanym PCB a charakterizuje pomerne zna¢nu
hydrofébnost®”,

Velmi dolezitou vlastnosfou organickych zlicenin z hla-
diska ich osudu v pdde je hodnota adsorpéného koeficienta
K, ktord vyjadruje tendenciu zliceniny nachddzat sa v pod-
nom prostredi vo vodnej alebo pevnej faze. Hodnota log K
pre PCP 5,7 znamend znac¢nu sorpciu PCP na pode Castice. Aj
tdto hodnota je ovplyvnena hodnotou pH a so zvySovanim pH
sa hodnota K zvy3uje®.

Nemenej dolezitd vlastnost chemickych ldtok z hladiska
ich osudu v Zivotnom prostredi je polcas rozpadu. V pripade
PCP sa uddvajui hodnoty od 10 do 120 dni, nakolko polcas
rozpadu zavisi od podmienok, za akych sa latka v pdde nachd-
dza. Augustijn-Beckers®® uddva pol¢as rozpadu PCP 48 dni.

Biodegraddciu chléraromdtov v pdde mdze limitovat aj
mnozstvo environmentdlnych faktorov, medzi ktoré patri ne-
vhodnad teplota (obvykle prilis nizka, optimdlna teplota pre ich
biodegradéciu je 25-35 °C), nepritomnost kyslika, prili§ vy-
soké alebo prilis nizke pH, nedostatok zakladnych Zivin, vizba
na flové minerdly a podny humus®%. Pohyblivost a biologicka
pristupnost chlérfenolov v pode je v priamom vzfahu k stupnu
vizby alebo sorpcie na organické i anorganické podne kom-
ponenty, pricom mechanizmus sorpcie ge znacne rozdielny
v zavislosti od pH pody. Choi a Aomine® uvadzaju, Ze pri pH
pody menSom ako pK, hodnota (pK, pre PCP je 4,75) sa aniény
PCP zmenia pripitanim proténu na molekuly. Ak su tieto
molekuly produkované nad hranicu rozpustnosti, v systéme
pdda — PCP dojde k ich vyzrdzaniu. Pri pH < 7 sa sorpcia
uskutociiuje vo forme neutrdlnych Castic, av§ak pri pH > 7 je
mechanizmus sorpcie PCP tplne odlisny. V alkalickom pro-
stredi je takmer vSetok PCP pritomny vo forme pentachléro-
vého aniénu. Z tohto dévodu pri pédnej reakcii pH > 7 by mala
byt uvazovand tvorba metal-fenoldtového paru, ktory je na-
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sledne sorbovany. Lagas®’ uvddza, e sorpcia fenoldtu je pre
PCP a TeCP dolezitd uz v podach s pH > 6 a adsorpcia
tychto iénov je slabsia v porovnani s nedisociovanymi fenol-
mi. Vplyv pH na sorpciu PCP uvddza aj Jacobsen a spol.”’
Autori zistili, Ze linedrne sorpcné koeficienty pri sorpcii PCP
na podu su primdrne ovplyviiované pddnym pH.

Dalsi vyrazny faktor, ktory ovplyviiuje mobilitu PCP v pod-
nom systéme, je mnozsto a kvalita pddnej organickej hmoty
(POH). Choi a Aomine’' uvddzaji, Ze pody bohaté na humus
disponujui vyssou sorpciou PCP aj bez vplyvu pH. Aj dals{
autori uvadzaju podstatne vySsiu sorpciu chléraromdtov v po-
dach s vysokym obsahom POH"*"® Interakcia chléraromatov
s POH moze byt charakterizovand aj ako alternativna metdda
odstrdnenia organickych kontaminantov zo Zivotného prostre-
dia. Podtrieda fenolovych oxiddz, znamych ako kataldzy, je
schopnd viazat xenobiotikd do huminovych zlicenin, pritom-
nych v pdde. Inkorpordcia chlérfenolov do polymérov je spo-
sob analogicky procesu syntézy humusovych latok z prirodze-
ne sa vyskytujicich fenolovych zlicenin a teda je mozné, Ze
xenobiotické fenoly mozu vytvdrat kovalentné vizby s pod-
nym humusom. Pocas oxida¢nej vizby dochddza aj k uvolne-
niu chléru z chlérofenolov’ a dehalogenizicia je priamy
dokaz pre tvorbu kovalentnych vézieb medzi chlérfenolmi
a huminovymi kyselinami pocas enzymatickej kovalentnej
reakcie’. Ako kovalentne viazané rezidud st chlérfenoly sil-
ne imobilizované a stabilizované. Tito vdzbu uvadzaji Dec
a Bollag76 pri uc¢innej detoxifikdcii xenobiotik. Zistili, ze az
78 % PCP viazaného v huminovych kyselindch v iom ostdva
aj po mikrobidlnom ataku. V dalsej studii tito autori uvadzaju,
7e mikrobidlne uvolnenie PCP zo Struktiry huminovych ky-
selin je minimdlne.

Sorpcia chléraromdtov na flové minerdly je v porovnani
s organickou hmotou minimdlna. Galil a Novak*zistili iba 2,6
az 19 %nu sorpciu PCP na {lovi frakciu v zdvislosti od
pddneho typu.

6. Bioremediacné technolégie pouzivané
pri dekontaminacii PCP

Degraddcia alebo deStrukcia PCP mdZe nastat spalovanim,
chemickou oxiddciou, fotooxiddciou alebo biologickou oxi-
déaciou. Biologicky rozklad PCP sposobeny enzymovou akti-
vitou mikroorganizmov nazyvame biodegraddcia. Bioreme-
didcia, ktord vyuziva v remediacnych postupoch pri odstrano-
van{ kontaminantov z pdd, vod a sedimentov mikroorganizmy
a mikrobidlne procesy na rozklad kontaminantov, sa javi ako
slubnd technolégia, ktord je ekonomickou a ekologickou al-
ternativou fyzikdlno-chemickym procesom.

Biologické cistenie zloziek zZivotného prostredia vyuziva
genetickd diverzitu a metabolickd mnohostrannost mikroor-
ganizmov na transformdciu kontaminantov na menej $kodlivé
alebo neSkodné produkty, ktoré si potom integrované do
prirodzenych biogeochemickych cyklov. Pochopenie ekolo-
gie, fyzioldgie a evolicie degradujicich mikroorganizmov je
zdkladnou podmienkou pre vyuZzivanie biologickych postu-
pov pri remedidcii vod, pdd a sedimentov.

V stcasnej dobe su zndame tri zdkladné moznosti zvySova-
nia intenzity degraddcie kontaminantov mikroorganizmami.
Prvou z nich je biostimuldcia prirodzenej podnej mikrofléry
optimalizdciou podmienok prostredia pridavkom Zivin nevy-
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hnutnych pre prezitie (najcastejsie sa jednd o pridavok dusika
a fosforu), vyvoj a expresiu degradacnej schopnosti mikroor-
ganizmov. Druhou mozZnostou je bioaugmentacia, ktorej cie-
Tom je posilnenie rozkladného potencidlu prostredia inokuld-
ciou vhodnej kulttiry degradujticich mikroorganizmov. Tretou
moznostou je dprava molekuly kontaminantu tak, aby sa zvy-
Sila jeho biopristupnost a zniZila jeho odolnost vo¢i mikrobidl-
nemu ataku, ¢o je mozné dosiahnuf fyzikdlno-chemickymi
postupmi (napr. chemickou oxiddciou). Biologické techno-
l6gie pre dekontamindciu zloziek Zivotného prostredia su za-
loZené na vyuzivani schopnosti mikroorganizmov spotrebo-
vavat kontaminujuice latky ako zdroje uhlika a energie pre
zivotné funkcie alebo ich transformadcii na iné zliceniny v pri-
tomnosti kosubstratu.

Mikroorganizmy atakujui kontaminanty jednym z troch
spdsobov: /. mineralizujui zli¢eninu priamo, ¢o znac¢i konver-
ziu zliceniny na neskodné anorganické zliceniny, napr. oxid
uhlicity a soli; 2. mineralizuju zlic¢eninu len ako kometabolit,
¢o znamend, Ze mikroorganizmy vyZzaduju dalSie organické
zluceniny pre rast alebo indukovanu tvorbu enzymov potreb-
nych pre degraddciu cielenej zliceniny; a 3. konverziou zli-
Ceniny na ind zluceninu, ktord vSak moze byt tiez toxickd
a rekalcitrantnd pre dalSiu degraddciu.

Bioremedidciu mozno definovat ako kontrolované pouzi-
tie biodegraddcie na odstranenie toxickych chemikalif z pody
a spodnej vody. Cielom vedeckych timov je ndjst mikroorga-
nizmy, ktoré su schopné metabolizovat (alebo prinajmenSom
oxidovat) cieleny kontaminant priamo na zne¢istenom mieste
alebo v nadzemnom reaktore.

Faktory, ktoré ovplyviujui ispesnost bioremedidcie moz-
no sumarizovat nasledovne’’ % a) podna permeabilita, b) pri-
sun kyslika, ¢) koncentrdcia a toxicita kontaminantov, d) kon-
centrdcia a typy zivin, e) pH, f) dalsie organické zliceniny,
g) mikroorganizmy, k) rezistencia k tazkym kovom, i) teplota.

Pravdepodobné priCiny nedspesnosti bioremedidcie moz-
no definovat nasledovne: ) koncentréicia polutantov v prirode
moze byt natolko nizka, Ze nesta¢i na rast inokulovaného
kmeria, b) prirodzené prostredie mdze obsahovat substancie,
ktoré inhibuju rast alebo aktivitu priddvaného mikroorganiz-
mu, c¢) rastovd rychlost mikroorganizmu pri nizkych koncen-
trdcidch skimanej latky moze byt nizsia ako rastova rychlost
jeho prirodzenych konkurentov, ktori méZu znizovat pocet
buniek inokula, d) priddivané mikroorganizmy mozu vyuZzivat
prednostne organické substrdty nachddzajice sa v pode na
ukor destrukcie polutantu, ¢) mikroorganizmy mozu mat pro-
blémy s pohybom cez pddne péry do miest obsahujicich
polutant.

Vyberu bioremedia¢nej metédy musi predchddzat doklad-
né skimanie distribicie kontaminantu a jeho koncentrdcie
v pode, stanovenie podnych fyzikalnych, biologickych a geo-
logickych parametrov danej lokality. Klicovou tlohou je
identifikdcia pritomnych kontaminantov, pretoze pody kon-
taminované PCP casto obsahuju aj ropné latky a/alebo kom-
ponenty kreozotézy. Mnohé z ropnych ldtok su pristupnej-
Sie remedidcii ako PCP, ale niektoré z vysokomolekulovych
polycyklickych aromatickych uhlovodikov z kreozotézy su
znacne odolné. Negativny vplyv na rast a aktivitu bakteridl-
nych kmenov a hib majid aj niektoré fazké kovy. Vysokd
koncentracia kontaminantov (u PCP > 1000 mg.kg™") je zvy-
¢ajne toxicka pre via¢sinu mikroorganizmov a bioremedidcia nie
je mozna.

996

Referaty

Pred zaciatkom bioremedidcie je potrebné poznat pdd-
ne parametre (obsah flovitej frakcie, obsah organickej zloz-
ky, porozitu, mnozstvo pritomnych Zivin, kapacitu ionomeni-
¢ov a pH) a biologické parametre (mnozstvo a typ pritom-
nych mikroorganizmov, ich metabolicku aktivitu, akceptory
vodika, toxicitu a obsah kyslﬂ(agl’sz). Tlovité pody st taz-
Sie pristupné remedidcii vzhladom na sorpciu PCP, zniZe-
ny pristup vzduchu, vody a vytvdranie zhlukov. Pre zlepSe-
nie tychto charakteristik sa do ilovitych pdd priddava organic-
kd hmota v podobe pilin alebo slamy. Odporic¢ané hodnoty
najvyznamnejS$ich enviromentdlnych parametrov ovplyviiu-
jucich aerébny mikrobidlny metabolizmus st uvedené v ta-
bulke II.

Charakteristika lokality pre bioremedidciu zahffia topo-
grafiu, hydrogeolégiu (sklon svahu, zaplavovy potencial, hib-
ka spodnej vody a jej prietok, infiltracny rozsah) a popis
trojrozmernej distribticie kontaminantu na danom mieste®".
Laboratérne alebo pddne predpripravné experimenty mozu
daf odpoved na otdzku, ¢i pdvodnd mikrofléra je schopnd
degradovat PCP s pridavkom alebo bez pridavku Zivin, urcit
polcas degraddcie a potrebu bioaugmentdcie. Problematike
bioremedidcie pentachlérfenolu, jeho transformdcii v pode,
v podzemnych vodach, bioaugmentdcii a toxikologickym do-
padom sa venuju detailne viaceré précem’ss. V ramci projektu
,Potencidl degraddcie organickych polutantov Baranciko-
va®® poukdzala na rozdielny osud PCP vo vybranych najdéle-
zitejSich polnohospodarsky obrdabanych podach Slovenska,
pricom sa zamerala na sledovanie rychlosti rozkladu PCP
v zavislosti od réznych pddnych typov a pociato¢nej koncen-
tracie PCP, schopnosti sorpcie PCP na podne Castice a humi-
nové kyseliny v zdvislosti od pH, obsahu a kvality humu-
su a pridavku zivin. Uéinkom bioaugmenticie mikrobidlnym

Tabulka IT
Odporicané hodnoty enviromentdlnych parametrov ovplyv-
nujdcich aerébny mikrobidlny metabolizmus

Environmentdlny para-  Odportc¢ané hodnoty pre aerébnu

82,88-90

meter mikrobidlnu biodegradaciu
Teplota biodegraddcia detegovand uz pri O—
10°C
najcastejSie v mezofilnom rozsahu
15-35°C
v termofilnom rozsahu 40-60 °C
Pddna vlhkost 40-70 % MKK*
MnoZstvo rozpustené-  >0,2mg.1™!, minimdlne 10 % v pod-
ho kyslika nych poéroch
Ziviny (C:N:P) 100-120:10:1
pH 6-8
MnoZstvo 1.10°~1.107 kol6nii na 1 g pody
mikroorganizmov 400 az 800 mV velmi prevzdusne-

né pody

—100 az 100 mV stredne prevzdus-
nené pody

-300 az —100 mV redukované ana-
erébne pody

Redox potencidl

* MKK — maximadlna kapildrna kapacita — maximalne mnoz-
stvo vody, ktoré je schopné poda zadrzaf na jednotku objemu (%)
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konzorciom adaptovanym na PCP a biostimuldciou anaerdb-
nej degraddcie PCP v kontaminovanych podach sa zaoberd
praca autorov Zou a spol.87

Vsetky vyssie uvedené fyzikdlne, chemické a biologické
faktory urCuju vyber spravnej bioremediacnej metddy, ktory
je vo velkej miere ovplyvneny aj cenou a dosiahnutym stup-
fom vycistenia. Odhadované ndklady na vycistenie 1 m?® kon-
taminovanej pddy réznymi bioremediacnymi metdédami su
uvedené v tabulke III.

Tabulka III
Odhadované ndklady na vy&istenie 1 m® kontaminovanej pody
réznymi bioremedia¢nymi metédami

82,91

Bioremediacnd technoldgia Naklady na

1 m® pody [$]

Spalovanie a transport 350-1600
Uskladnenie a transport 100-600
In situ landfarming 10-80

Ex situ landfarming 45-130
Kompostovanie 65-90
Pddna hromada 65-130
Kalové hospoddrstvo 104-195
Biovzdusnenie bez odstraiovania emisif 10-20
BiovzduSnenie s odstrafiovanim emisif 52-78
Kropenie vzduchom 25-150

6.1. Cistenie pody

Jednd sa o modifikdciu fyzikdlnych, chemickych a biolo-
gickych podnych parametrov v zaujme rozkladu nebezpec-
nych odpadov na menej toxicku alebo netoxicku formu kon-
taminantu. Obrdbanie pody (angl. landfarming) ako najpouzi-
vanejsi sposob Cistenia pody, predstavuje manipuldciu s podou
pomocou klasickych polnohospodarskych operdcii ako napr.
preordvanie pody, zavlazovanie a pridavok Zivin.

Predpripravné fazy pre ,,landfarming* zahffiaji odstrdne-
nie vegetdcie a kamenov, konstrukciu nepriepustnej bariéry
okolo lokality (slizi na kontrolu vtoku a vytoku vody) a tpra-
vu sklonu svahu na 1-2 % (stupen klesania nesmie presiahnut
5 %). Zachytavany vodny vyluh je zavlazovacim systémom
privadzany spif do kontaminovanej pody.

,Landfarming® sa uskutocnuje in situ alebo ex situ. Pri in
situ (priamo na mieste) ,,Jandfarmingu® je potrebné zabranit
prieniku kontaminovanej pody a vody zo znecistenej lokality
do prilahlych lokalit a vodnych zdrojov. Tédto metodika sa
vyuZiva v pripade nepriepustného ilovitého podloZia kontami-
novanej pody a nizkeho mnozstva zrdzok. Ex situ (mimo
kontaminovaného miesta — vytaZenie kontaminovanej zeminy
a jej dekontamindcia v uzavretych priestoroch, odizolovanych
od podlozia) ,Jandfarming* je preferovanejsi, pretoze envi-
romentdlne parametre ako je vlhkost a teplota su lahSie regu-
lovatelné pre dosiahnutie optimdlnej mikrobidlnej aktivity
vdaka zastreSeniu Cistenej lokality. Vo vSeobecnosti je potreb-
né zdoraznit, Ze ,,landfarming* vyzaduje v porovnani s ostat-
nymi bioremedia¢nymi metédami nizsie kapitdlové naklady,
ndklady na prevadzku, ddrzbu a pracovnu silu. Technol6gia
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Jandfarmingu“ bola tuspesne odskisand na pddy kontamino-
vané PCP nielen v laboratérnych podmienkach, ale aj v praxi,
napr. na vycistenie izemia v okoli Libby v Stite Montana.
Hunling a spol.92 monitorovali a dekontaminovali dané uze-
mie 60 dni. P6dna vlhkost bola udrziavand na 40-70 % MKK,
ziviny boli priddvané podla potreby a vzhladom na poveter-
nostné podmienky boli pokusné policka aspoii raz do tyzdna
preordvané. Koncentracia PCP klesla za 60 dni zo 115 mg.kg™
na 45,9 mgkg™', ¢o predstavuje 60 %nii redukciu. Pol¢as
rozkladu PCP bol 36 dni.

6.2. Kompostovanie

Kompostovanie je termofilny, diskontinudlny proces pre-
biehajuci ex situ za ticelom zne$kodiiovania odpadov s vyso-
kou koncentriciou biodegradovateIného organického uhlika.
Optimdlne kompostovacie technolégie maximalizuji termo-
filnd mikrobidlnu aktivitu za si¢asného minimalizovania pa-
chov. Pre dekontamindciu pody je dolezity obsah organickedj
hmoty, dostupny TahkovyuziteIny zdroj uhlika a aerdcia®*’.
Pridavok TahkovyuziteIného zdroja uhlika (melasa, Zivocisne
hnojivo, odpad z rastlinnej a potravindrskej vyroby) zvysuje
mikrobidlnu aktivitu, teplotu a kometabolicki degraddciu.
Pridavok organickej hmoty, napr. drevnych odrezkov, slamy,
pilin alebo kory zase pozitivne ovplyviuje podnu porozitu,
prevzdus$nenie a zniZuje pddnu vlhkost. MnozZstvo priddvane;j
organickej hmoty zdvisi od koncentricie a zloZenia pritom-
nych kontaminantov. Degraddcia kontaminantov technold-
giou kompostovania je funkciou vysokej teploty (40-60 °C),
ktord sa dosahuje vysokou mikrobidlnou aktivitou. Kompos-
tovanie nad 60 °C vyusti v nadmerny zdpach, redukciu mikro-
bidlnej diverzity a zniZenie biologickej degraddcie. Dolezitym
parametrom je aj pddna vlhkost, ktord by sa mala pohybovat
medzi 50-60 % MKK, nad touto hodnotou sa uz znizuje
mnoZstvo rozpusteného kyslika®.

Kompostovanie modze prebiehat v roznych systémoch.
Kompostovanie v hromaddch (angl. windrow composting)
predstavuje otvoreny systém, v ktorom je kompost rozlozeny
v podlhovastych hromaddch a mechanicky preordvany kvoli
prevzdu$iiovaniu. Statické alebo vzduSnené hromady su otvo-
renym systémom, v ktorom je aerdcia dosahovanda umelym
vzduS$niacim distribu¢nym systémom. V pripade potreby su
nebezpecné emisie zachytdvané a precistované. Kompostova-
nie v reaktoroch je prepracovand inZinierska metdda, ktord
predstavuje uzatvoreny reaktorovy systém. VzdusSnenie je do-
sahované sofistikovanym zmieSavacim prislusenstvom alebo
kompresorovym ventildtorom. Pri pouziti technolégie kom-
postovania v reaktoroch na zneSkodnenie zv14st nebezpecnych
odpadov je reaktor vzduchotesne uzavrety a obsahuje kontrol-
ny monitorovaci systém emisii.

Vsetky tri uvedené druhy kompostovania (,,windrow com-
posting®, statické alebo vzdusnené hromady a kompostovanie
v nddobdch) sd v porovnani s ,,Jandfarmingom* menej naro¢né
na priestor, avSak prevddzkové ndklady su vyssie v dosledku
nutnosti vykopovych prac, prevozu a manipuldcie s podou pri
premieSavani.

Dobrym prikladom pouZitia technolégie kompostovania
v hromadach je remedidcia pddy znecistenej chlérovanymi
fenolmi vo Finsku®. Technickd zmes pozostdvajtica z PCP,
2,4,6-TCP a 2,3,4,6-TeCP obsahovala v stopovych mnoz-
stvdch aj izoméry chlérfenolov a polychlérované polyoxyfe-
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noly. Z kontaminovanej zeminy boli vytvorené na podlozi
z plastickej hmoty a vrstve Strku kompostovacie hromady
objemu 50 m® (6 m $iroké, 3 m vysoké a 50 m dlhé). Pomer
pody ku priddvanej organickej hmote (drevnd kora a jasefiové
piliny) bol 1,8:1 a zemina bola obohatend aj o Ziviny (16 %
dusika, 7 % fosforu a 3 % draslika). Kompost bol raz do tyzdna
zavlazovany a raz alebo dvakrat do roka preorany. Pociato¢na
koncentrdcia zmesi chlérfenolov sa pohybovala v rozpiti 200—
300 mg.kg!. Teplota vo vnitri hromady bola 5-15 °C nad
teplotou okolia (priemernd teplota okolia v letnych mesiacoch
bola 32 °C a na jesenl 15 °C) Pocas $tyroch letnych mesiacov
prvého roku remedidcie koncentrdcia chlérovanych fenolov
pokleslaz 212 mg kg na 30 mg kg™ a po¢as druhého obdobia
sa znizila az na 15 mgkg™. Z uvedeného vyplyva 80%né
odstranenie znecistenia v priebehu Styroch mesiacov, pricom
najrychlejsie prebiehala degraddcia pocas prvych dvoch me-
siacov.

6.3. P6dne hromady

Technolégia podnych hromdd je diskontinudlny proces,
prebiehajuci ex situ, Co znaci, Ze poda je vyfazend zo znecis-
tenej lokality, premieSavand zo Zivinami a ndsledne vzdusnend
umelym aera¢nym systémom v zdujme dosiahnutia biologic-
kej degraddcie pritomnych kontaminantov®. Podne hromady
si velmi podobné technoldgii vzdusneného kompostovania.
Rozdiel spociva vo vy$som obsahu organickej hmoty a termo-
filnych teplotach vyuzivanych pri metéde vzdusneného kom-
postovania. Pouzitie pddnych hromdd je rozSirené pre zne-
Skodiovanie zvlast prchavych kontaminantov, nakolko umely
vzdu$niaci systém umoziuje zachytdvanie a precistovanie
plynnych emisii. Kyslik je doddvany do pddnych hromad
dvomi sposobmi: /. vodou ako nosi¢om kyslika, 2. rirkovym
vzdusniacim systémom.

V prvom pripade konStantny tok vody obsahuje Ziviny
alebo inokulum. Vytok vody z oSetrovanej oblasti je cyklicky
precerpavany vodnym systémom spif do pddnej hromady.
Uvedend technoldgia, ktord vyuZziva vzdus$niaci systém vody
ako nosica kyslika, je rozmerovo limitovana vzhladom na
rozpustnost kyslika vo vode a transport vody v systéme.

Pri druhom spdsobe vzdus$nenia je pdda najskor zmieSa-
vand so zivinami a inokulom a nésledne vzdu$nend rirkovym
systémom. Rurky, zabudované v roznych hibkach, v zavislosti
od permeability pody a vysky pddnej hromady, si napojené
na vakuovu pumpu alebo kompresor, ktoré do nich vhanaji
vzduch. Odpadové plynné emisie s v pripade potreby zachy-
tavané a precistované. Rurkovy vzduSniaci systém je univer-
zdlnejsi, mozno ho aplikovat na rozsiahlejSie tizemie a pouziva
sa pri vyS$$ich koncentrdcidch kontaminantov.

Bioremedia¢nd technoldgia pddnych hromdd bola realizo-
vand pri Cisteni pddy kontaminovanej KY-5 (surovy produkt
PCP) vo Finsku. Péda bola inokulovana kmenom Phanero-
chete chrysosporium, ktory rastol niekolko tyzdiiov na zmesi
slamy, pilin, drevnych odrezkov a stromovej kory pri 30 °C.
Proces prebiehal bez premieSavania zeminy, vzduSnenie bolo
zabezpecené maximdlne 5 h pocas 24 h a to pri prietoku
43 m’h™". Koncentrécia znecistenia poklesla v styroch pokus-
nych poli¢kach nasledovne: za 18 mesiacov z 203 mg.kg ' na
28 mgkg'; za 18 mesiacov z 173 mgkg' na 12 mgkg™;
za 9 mesiacov z 84 mg.kg™' na 10 mgkg™'; za 9 mesiacov
z 38 mgkg' na 9 mg.kg™" (cit.™).
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6.4. Kalové hospoddrstvo

Technoldgia kalového hospodarstva (angl. slurry treatment)
je diskontinudlny proces prebiehajtci ex situ, ktory zabezpe-
Cuje premiesanie vytazenej pody s vodou v nadobe reaktora
alebo v murovanom kalojeme za ic¢elom biologickej degradd-
cie kontaminantov. Cielom kalového hospodarstva je remedi-
dcia pody a zniZenie objemu tuhého odpadu. Dand technoldgia
zahfiia vyfazenie pody zo znelistenej oblasti, odstrdnenie
vicsich mechanickych necistot, tvorbu kalu premiesavanim
osetrovanej pody s vodou, aplikdciu biologickych postupov
a odvodnenie kalu.

Pri kalovom hospodarstve casto dochddza k rychlejsej
degraddcii v porovnani s bezvodnymi remedia¢nymi techno-
16giami. Nevyhodou su zvySené prevadzkové ndklady spdso-
bené pridavnymi technologickymi krokmi, zvySené ndklady
na energiu a tvorba sekunddrneho odpadu, ktory vyzaduje
dalsie spracovanie. VyZzaduje sa aj monitorovanie plynnych
emisif.

V pripade aplikdcie danej technolégie v podmienkach in
situ sa CastejSie vyuziva murovany kalojem, ktory vSak neza-
bezpecuje rovnomerné premieSavanie a vzdusnenie. Tieto ne-
vyhody sa minimalizujui pri pouziti kontajnerového reaktora
v ex situ podmienkach. Komponenty kontajnerového reaktora
(zmieSavaci tank, fluidizovand vrstva a vzdivadlo) umoziuju
lahgiu kontrolu délezitych biologickych parametrov®>®®.

Viaceré vedecké pracoviskd venuju pozornost bioreme-
dia¢nej technolégii kalového hospodarstva. Mueller a spol.”’
zrealizovali 30-dilovy experiment s podou kontaminovanou PCP
v 1,5 1 bioreaktore. Teplota sa udrziavalana 28,5 “C, mnoZstvo
rozpusteného kyslika na 90 % a pH na hodnote 7. Autori za-
znamenali len mierny pokles koncentracie PCP z 821 mg.kg ™"
na 734 mg kg, Kvoli akceleracii biologického rozkladu bola
ndsledne Studovand inokuldcia mikroorganizmov Flavobacte-
rium ATCC 53874 a Rhodococcus chlorophenolicus DSM
43826 do kalu®™.

6.5. BiovzduSnenie
a kropenie vzduchom

Bioremedia¢né technoldgie biovzdusnenia a kropenia vzdu-
chom vyuzivaji umelé vzdusnenie na zvySenie koncentricie
kyslika v pdde pre stimuldciu mikrobidlnej degradacie konta-
minantov pévodnou pddnou mikroflérou. KedZe vo vzduchu
je vysSsi obsah kyslika v porovnani s mnozstvom kyslika
rozpustenym vo vode, aj mierne vstrekovanie vzduchu je
efektivnejsie nez vhénanie vody ako nosica kyslika.

Cielom biovzdus$nenia je zvysit biodegraddciu s vyuzitim
nizSieho prietoku vzduchu v nesaturovanej pdde, aby nedo-
chddzalo k tniku prchavych zloziek kontaminantu. Kropenie
vzduchom sa pouZiva na presun prchavych kontaminantov zo
saturovanej zony do nesaturovanej a na zvysenie biodegrada-
cie zvySenou hladinou rozpusteného kyslika. V porovnani
s metédou biovzdusnenia si kropenie vzduchom vyzaduje zvy-
Seny prietok vzduchu®.

6.6. Bioaugmentdcia
Bioaugmenticia je priddvanie, teda inokuldcia allochton-

nych mikroorganizmov (laboratérne selektovanych), alebo
autochténnych mikroorganizmov (pdvodné mikrobidlne kon-
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zorcium) pomnoZzenych v laboratérnom reaktore, do zneciste-
nej pody v snahe zrychlit a zvysit efektivitu bioremediacného
procesu.

Vo vicsine pripadov je koncentracia autochténnej mikro-
fléry na mieste znecistenia dostatocnd pre kompletnu biode-
graddciu. V pripadoch, kedy bola pdda dlhodobo znecistend,
ako je to u vicSiny pod kontaminovanych PCP, sa povodna
mikrofléra dokdze adaptovat na pritomnost daného kontami-
nantu a mozno predpokladat vyskyt mikrobidlnych druhov
s degradacnou schopnosfou. Mnohé zo znecistenych lokalit
vyzadujui len optimalizédciu fyzikdlnych a chemickych para-
metrov (napr. pridavok zivin, organickej hmoty, kyslika, ipra-
vu pH) na stimuldciu a zvySenie intenzity degradécie povod-
nou mikrobidlnou populéciougg. V pripade piescitych pod
s nizkou koncentrdciou prirodzenych pédnych mikroorganiz-
mov je pravdepodobné, Ze degradacnd schopnost bude nedo-
stato¢nd. Efektivnu bioaugmentaciu je mozné ocakdvat a od-
porica sa predovsetkym v tychto pripadoch: /. ak koncentra-
cia povodnej mikrobidlnej populdcie je extrémne nizka, 2. ak
Cas aklimatizdcie povodnej mikrofléry po pridavku zivin je
extrémne dlhy, 3. v pritomnosti extrémne odolného — tazko-
rozloziteIného polutantu, 4. ak pddny systém neobsahuje do-
stato¢nu koncentraciu povodnej mikrofldry, 5. pri kontrolova-
nych ex situ bioremedia¢nych metédach!'®.
kulovanej mikrofléry, nakolko priddvané mikroorganizmy mu-
sia sufazit s prirodzenou populdciou o Ziviny, priestor a kyslik
v nezndmom prostredi, ¢o je pre vnesené mikroorganizmy
Casto stresujtce. Nevyhnutnymi podmienkami dspesnej bio-
augmentdcie je transport inokulovanych mikroorganizmov na
kontaminované miesto, ich prezitie, kolonizdcia v danom pro-
stredi, pripadne ich pomnoZenie, expresia génov kodujicich
degradacné enzymy a udrzanie si degradacnej aktivity. Schop-
nost mikroorganizmov metabolizovat dand ldtku je sice nevy-
hnutnd, nie vSak postacujica podmienka pre jej i¢inné odstra-
nenie z nesterilného prostredia. Selekcia mikroorganizmov by
mala byt zamerand v prvom rade na schopnost prezit v danom
prostredi, a az sekunddrne na jeho degradacné schopnosti.
Mikroorganizmus by sa mal izolovat pri nizkej koncentrécii
substratu a anorganickych Zivin. Takto ziskany kmeti by mo-
hol mat vac8iu Sancu na dspech ako mikroorganizmus so sice
velkou degradacnou schopnostou, no neschopny prisposobit
sa naro¢nym podmienkam v pode!°".

Prvykrat pouzili technolégiu bioaugmentdcie na dekonta-
mindciu PCP Edgehill a Finn'**'% Pomocou bakteridlneho
kmeiia Arthrobacter sp. (1.10° kolénii na 1 g pody) znizili
polcas rozkladu PCP z dvoch tyZzdilov na menej ako 1 defi.
Neskorsie studie ukdzali, ze Arthrobacter sp. degraduje PCP
v kvapalnych médiach az do koncentracie 350 mg.I", ale pri
vyssich koncentraciach dochadza uz len k parcidlnej degrada-
cii. Inokuldcia buniek Arthrobacter sp. (4.10" na 1 g pddy)
vyustila za jeden mesiac do kompletnej mineralizacie PCP.

7. Génové inzinierstvo

Génové inZinierstvo, modifikdcia genetickych vlastnosti
organizmov pomocou rekombinantnej DNA technoldgie, sa
javi ako urc¢itd moznost pre vyvoj vynimo¢nych mikroorga-
nizmov so zvySenymi biodegradacnymi schopnostami. KI-
¢ové enzymy zodpovedné za pociatocnu degradaciu PCP (ako
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sd LiP, MnP a PCP-4-monooxygendza) su intenzivne Studo-
vané na molekuldrnej urovni. Genetické zmeny tychto enzy-
mov umozinujui produkovat mikroorganizmy s vyssou hladi-
nou enzymovych aktivit, so $irSou substratovou $pecificitou,
vysSou toleranciou na environmentdlny stres a pritomnost
tazkych kovov. Monooxygendzovy gén, pcpB z Flavobacte-
rium sp. ATCC 39723, bol klonovany a exprimovany do
Escherichia coli"®. Tento gén kéduje PCP-4-monooxygena-
zu, ktord katalyzuje konverziu PCP na 2,3,5,6-TeCHQ (te-
trachlérhydrochindn). V dosledku Sirokej substratovej Speci-
ficity moZe byt tento gén dobrym kandiddtom pre geneticky
zvySenu biodegraddciu v kontaminovanom prostredi.

Génové modifikdcie sa pouzivaju aj na tvorbu bioluminis-
centnych reportérovych génov. Inkorporacia bakteridlneho
luciferdzového génu (lux) sposobuje svetielkovanie baktérif
v pritomnosti biopristupnych kontaminantov'®. Tieto repor-
térové gény sa pouZivaju na dokaz indukcie a potencidlu
biodegradacie kontaminantov a na urcenie pritomnosti a poctu
degradujucich mikroorganizmov v danom systéme.

Vyvoj tzv. ,,super” mikroorganizmov je sice mozny, ale
aplikovatelnost tychto organizmov je eSte stdle otdzna. Jednak
z hladiska legislativy, jednak ohladne verejnej mienky na
ucinok tychto mikroorganizmov na prirodzend mikrobidlnu
ekolégiu. Je zndme, Ze po ich pridani do pody mdze dojst
k potlaceniu povodnej pddnej mikrofléry a to ma dalsi dopad
na prirodzenu rovnovdhu daného pddneho ekosystému. Je
preto potrebné posudif uzitok, ktory tieto vnesené organizmy
prinesd. Na druhej strane, odstraiiovanie kontaminantov ma
tiez pozitivny efekt pre dany ekosystém. V sucasnosti je
pouzitie geneticky modifikovanych mikroorganizmov limito-
vané do laboratérii a uzatvorenych systémov. Pri pddnych
aplikdcidch tychto mikroorganizmov bude potrebné v budtc-
nosti zvazovat riziko ich uvolnenia do prostredia oproti icel-
nosti a potrebnosti odstranenia kontaminantov'%>'%

8. Limitacie a mozZnosti bioremediacnych
technoldgii

Aj ked bioremediacné technoldgie predstavuji slubnud
variantu zniZzovania koncentrdcie resp. odstraiiovania konta-
minantov, predovSetkym v kombindcii s inymi technolégiami,
je potrebné spomentit aj faktory, ktoré ich efektivnost a dspes-
nost znizujd. Faktory limitujice remediacné technoldgie moz-
no stru¢ne zosumarizovat nasledovne: mikrobidlne (rast, mu-
ticia a horizontdlny génovy transfer, enzymova indukcia,
vnesenie vhodnej mikrobidlnej populdcie), environmentdlne
(vyCerpanie preferencnych substratov, nedostatok zivin, inhi-
bi¢né environmentdlne podmienky), substrdt (priliS nizka kon-
centrdcia, chemicka Struktira, toxicita kontaminantov a roz-
pustnost kontaminantov), biologické aerébne vs. anaerébne
procesy (oxida¢ny/redukény potencial, dostupnost elektréno-
vych akceptorov, pritomnost mikrobidlnej populdcie), rastovy
substrat vs. kometabolizmus (typ kontaminantu, koncentrécia,
pritomnost alternativneho zdroja uhlika mikrobidlne interak-
cie), fyzikdlno-chemickd biopristupnost polutantov (sorpcnd
rovnovdha, irreverzibilnd sorpcia, inkorporacia do huminovej
hmoty) a limitdcie transferu hmoty (difdzia a rozpustnost
kyslika, diftizia Zivin, rozpustnost/miesatelnost vo vode/s vo-
dou). Detailnejsie sa limitdciami bioremedidcii zaoberd viace-
ro précm’los.
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9. Zaver

Pri remedidcii hydrofébnych kontaminantov z pod, spod-
nych vdd a bioodpadov je mozné uvazovat aj s niektorymi
dals§imi novelizovanymi pristupmi v environmentdlnom re-
mediacnom vyskume, a to s vyuzitim i inych organizmov ako
baktérii. Jednd sa o fytoremedidciu (pouzitie rastlin), rhizore-
medidciu (vyuzitie koreflovych systémov rastlin s bakterial-
nou mikroflérou) a pouzitie vyssich hib (mycélii). Tieto sys-
témy umoznuji akumuldciu kontaminantov v tele rastliny
alebo ich zabudovanie do rastlinnych $truktir vo forme nefy-
totoxickych metabolitov (¢o v§ak nemusi vZdy znamenat ne-
toxické pre cloveka), pripadne do mycélia hub, ale aj transfor-
madciu organickych zli¢enin pomocou koreitového systému
(angl. hairy roots) alebo lignin- a mangdnperoxiddzového
enzymového systému mycélia vyssich hib'® 'L Fytoreme-
didcia sa najlep$ie uplatiiuje v miestach s povrchovym zne-
¢istenim a bolo zistené, Ze je i¢innd predovsetkym pre hydro-
fébne polutanty ako su benzén, toluén, etylbenzén, xylén,
chlérované xenobiotikd typu chlérovanych bifenylov i feno-
lov, nitrozliceniny alebo nitrotoluénové skodliviny. Pri fyto-
dekontamindcii, ked rastliny akumulujd kontaminanty v tka-
nivdch, su tieto po zbere ulozené na skladkach, spracované
chemicky a termédlne. Fytostabilizdcia je postup, ktory je moz-
né vyuzit pri zaisten{ a priprave kontaminovanej oblasti pred
dekontamindciou alebo pri reguldcii prietoku kontaminovanej
podzemnej vody podnym sedimentom a pri jej zadrZovan{
v problémovej oblasti. Pozornost sa teda obracia pri dekonta-
minac¢nych technolégiach (predovsetkym pri in situ postu-
poch) viac na prirodzené procesy, ktoré reSpektuji prirodnu
rovnovdhu a najmenej ju nerdsaju.
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kova®, and A. Malova® (“Department of Biochemical Tech-
nology, Slovak University od Technology, Bratislava, "Re-
search Institute for Soil Science and Conservation, PreSov,
Slovak Republic): Biodegradation and Bioremediation of
Pentachlorophenol

Pentachlorophenol (PCP) has been widely used in a num-
ber of industrial applications. As a consequence and due to its
stability, it has become a widespread contaminant in soil,
sediments and landfills. Because classic remediation tech-
nologies (such as incineration) are generally non-ecological
and uneconomical, alternative methods involving biodegrada-
tion by microbial populations have been developed. The two
known pathways of biodegradation (oxidative and reductive)
as well as factors affecting PCP degradation by microbial
strains are reviewed here. The proposed bioremediation stra-
tegies and those recently developed are outlined.
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1. Uvod

Analytickd elektrochemie je obsdhlou a rychle se vyvi-
jejici védni disciplinou, kterd nachdzi své uplatnéni v ob-
lasti sledovani znecisténi zivotniho prostfedi. Zemédélstvi je
prostfedek k ziskdvani potravy a analyzy Skodlivych latek
na vstupu a nasledné v jeho produktech jsou prvoradym uko-
lem pro udrzeni kvality lidského zdravi'. Naproti tomu je
pravé zemédélskd cinnost pri¢inou kontaminace biosféry
a metody analyzy znecisténi jednotlivych slozek Zivotni-
ho prostfedi jsou prostfedkem, jak sledovat a ndsledné regu-
lovat koncentrace Skodlivin. Jednou z moZnych alternativ
kvalitativni i kvantitativni chemické analyzy v zemédélské
praxi a v oblasti kontroly kvality zivotniho prostfedi je pouZiti
biosenzort.

2. Biosenzory

Technologie biosenzorti dnes nachdzi uplatnéni v klinické
diagnostice, genomice a proteomice, ochrané Zivotniho pro-
stfedi, primyslové vyrobé a obecné studiu biologickych pro-
cest v pifpadech, kdy klasickd laboratorni analytickd technika
selhdvd z divodl malé citlivosti, vysokych provoznich ndkla-

dd, vysoké spotfeby vzorkd, nepfipustnych zdsahd do dyna-
mické rovnovdhy studovanych systému ¢i jinych divodd.
V tomto krdtkém piehledu je pojedndano o vyuZiti potencio-
metrickych a amperometrickych biosenzord pro chemické
analyzy v zemédelské praxi a pifi kontrole kvality Zivotniho
prostiedi. Cilem textu nenf podat vycerpdvajici piehled, ale
které byly neddvno publikovany.

Diskutovany jsou moznosti vyuziti elektrochemickych bio-
senzorl pro stanoveni toxickych latek jako jsou tézké kovy,
pesticidn{ piipravky a nékteré organické polutanty, napf. po-
lychlorované bifenyly, akridinové derivdty a ldtky fenolické
povahy. S ohledem na vyuziti modernich technologii pro
stanoveni specifickych sekvenci RNA nebo DNA je ¢dst textu
vénovana nejnoveéjsim elektrochemickym trendtim DNA-hy-
bridizace a enzymatické modifikace (avidin-biotinova techno-
logie) pevnych uhlikovych elektrod. Takovéto moznosti sta-
noveni specifické nukleové kyseliny zemédélskych skadci
nebo patogennich organismu, popiipadé stanoveni jednotli-
vych proteinti v proteomové vybavé organismu, predstavuji
jednu z hlavnich prednosti pevnych elektrod modifikovanych
nukleovymi kyselinami nebo proteiny. V souvislosti s DNA
imobilizovanou na povrchu indikacni elektrody je také uvede-
na moznost vyuziti elektrochemickych biosenzori pro stano-
veni poskozené DNA, coZz by mohlo mit zna¢ny vyznam
pro studium genotoxickych vlivi §kodlivin na organismy za
pouziti kompaktnich a pfenosnych diagnostickych zafizeni.
Vsechny tyto poznatky jsou dileZité pro konstrukci selektiv-
nich a citlivych elektrochemickych zafizeni a jejich aplikaci
v zemédélské chemii nebo ochrané Zivotniho prostiedi a lid-
ského zdravi.

2.1. Déleni a principy

Biosenzory jsou podskupinou chemickych senzori, ve
kterych je analytické zatfizeni sloZeno z biologického prvku
(enzym, protildtka, oligonukleotid, biomembrana, bunécnd
organela, tkdn, mikroorganismus) spojeného s fyzikdlné-che-
mickym pievodnikem. Tento pifevodnik mtze byt opticky,
hmotnostni, teplotni a nebo elektrochemickyl’z. Vysledkem
této kombinace biologicky aktivni latky a pfevodniku, funkc-
né zalozeného na méfeni fyzikdlné-chemickych veli¢in, je
velmi citlivy analyticky ndstroj, ktery midze byt aplikovan
v zemédélské a obecné chemické analyze slozek Zivotniho
prostiedi pro svou finan¢ni nendrocnost, rychlost a jednodu-
chost samotného méfeni. Elektrochemické biosenzory 1ze roz-
délit na konduktometrické, impedimetrické, potenciometrické
a amperometrické'. O obecnych principech a vyuZiti biosen-
zorl pojedndva napf. pfehled3.

2.2. Elektrochemické biosenzory

Konduktometrické prevodniky vychdzeji z méfeni zmény
konduktivity G analytu, ve kterém mikroorganismy metabo-
lizuji elektricky inaktivni substrdty, jejichz koncentraci zjistu-
jeme nepifmo méfenim elektricky aktivnich metabolitd. Kon-
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centrace téchto elektroaktivnich metaboliti je ekvivalentni
koncentraci stanovovanych elektroinaktivnich substrdtt a od-
povidd zm&né konduktivity'.

Dalsi skupinou jsou impedimetrické biosenzory, které jsou
zaloZeny na sledovini vektorové veli¢iny tzv. impedance Z po
vlozeni stiidavého napéti na elektrody™’. Tyto zmény jsou
opét nejcastéji zplisobeny nepiimo metabolizaci mikroorga-
nismi vedouci k ndrtistu konduktance/kapacitance a naopak
poklesu pievodnikem registrované impedance’.

V piipadé konduktometrie a impedimetrie se neuplatiiuji
faradaické procesy a koncentracni polarizace, jako je tomu
v piipadé potenciometrickych a amperometrickych prevodni-
ka. Ty funguji na zdkladé méfeni potencidlu U nebo proudu 7
na elektrodové membrané ¢i samotném povrchu pracovni
(indikac¢ni) elektrody zapojené proti srovndvaci (referencni)
elektrodé.

Pro analyzy zneciSténi Zivotniho prostiedi téZkymi kovy
je elektrochemicka analyza jednou z nejcastéji pouzivanych
metod®’. Neddvno vyvinuty biosenzor zaloZeny na chelata-
ci iontd kovil ethylendiamintetraoctovou kyselinou (EDTA)
a diethylentriaminpentaoctovou kyselinou (DTPA) a nésled-
nou vazbou komplexii monoklondlnimi protildtkami umoziiu-
je stanovovat nanomoldrni koncentrace ionti kovi. Takto
navrzeny biosenzor byl autory pouZzit pro analyzu kadmia
v piirodni vodé’.

Své uplatnéni nalezly elektrochemické biosenzory také v
zemé&délské chemii jako analyzatory pesticidnich piipravka®’.
Pro stanoveni organofosfatového pesticidu (2,2-dichlorvinyl)-
-dimethylfosfatu (DDVP) byl pouzit pritokovy amperomet-
ricky detektor vyuZzivajici inhibice acetylcholinesterasy (AChE),
kterd je imobilizovdna na membrdnové elektrodé¢ umisténé
v priitokové cele'®. Princip stanoveni spociva v degradaci
acetylthiocholin-chloridu (ATCh), jakoZto substrdatu enzymu
AChE, uc¢inkem toxického organofosfatu, pficemz produktem
degradace je thiocholin a octova kyselina. Takto vznikly thio-
cholin reaguje s hexakyanoZzelezitymi ionty v analyzovaném
roztoku a redukce [Fe(CN)6]3" na [Fe(CN)6]4" je elektroche-
micky sledovana'.

Kromé inhibice systému AChE se dd pro stanoveni herbi-
cidnich Pﬁpravkﬁ a polutantii pouzit i inhibice laktatdehydro-
genasy'!. V posledni dobé nachdzeji uplatnéni i mikroelektro-
dové systémy. V roce 2001 tym Spanélskych elektrochemikd
pouzil pro stanoveni linuronu (3-(3,4-dichlorfenyl)-1-metho-
xy-1-methylmocovina) v pidé mikroelektrodu vyrobenou ze
skelnych vldken s mezi detekce 80 ng.ml™" (cit.!?). Zajimavou
technologif je také pouZiti multielektrodovych biosenzort pro
simultdnni stanovenf insekticidnich prepardtd, jako napf. uva-
di Bachmann'.

2.3. Biosenzory na bdzi
imobilizovanych ¢inidel

V poslednich letech je ¢asto pouzivdna technologie, kterd
je zalozena na imobilizaci nukleovych kyselin (obr. 1a) nebo
proteinii na povrchu pracovni elektrody'*!>. Takto imobilizo-
vand vrstva vysoce citlivého biopolymeru je schopnd kova-
lentni ¢i nekovalentni interakce se studovanou latkou (napf.
pesticidy, organické mutageny atd.). Tyto senzory byly navr-
Zeny fadou autord a vychdzi z rdznych principti samotného
stanoveni'*1%"1® 'V piipadé DNA-hybridiza¢nich biosenzort
jenapovrchu pracovni elektrody vytvorena vrstva jednofetéz-
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Obr. 1. a) Chemicka struktura negativné nabité molekuly DNA
a neutralné nabité peptidové nukleové kyseliny (PNA); B: puri-
nova nebo pyrimidinova béze. b) Schéma riznych postupii DNA-
-hybridizace na povrchu pracovni elektrody; k ukotvené DNA-
-sondé (oligonukleotid) na elektrodovém povrchu je na zdkladé kom-
plementarity bazi (A-T, C—G) hybridizovana dal§i molekula nukleové
kyseliny za vzniku duplexu. Takto vznikly duplex mize byt elektro-
-chemicky detegovan riznymi zplsoby: V piipadé /) je vytvoreni
duplexu registrovano sledovanim rozdilu mezi elektrochemickou ode-
zvou samotné sondy (ssDNA) pied hybridizaci a duplexu po hybridi-
zaci. V tomto piipadé je mozné vyuzit skutecnosti, Ze sSSDNA posky-
tuje vyrazné vyssi katodickou odezvu adeninu a cytosinu nez duplexni
fetézec. Nebo mtize byt pro hybridiza¢ni proceduru pouzita redoxni
znacka vézici se pouze na vytvoreny duplex. 2) Dédle mtiZe byt pouzita
znacena sonda nesouci elektroaktivni znacku (angl. reporter probe),
kterd se vaze na molekulu hybridizujici se k DNA-sondé ukotvené na
povrchu elektrody. 3) Hybridizaci 1ze stanovit pomoci elektroaktivni
znacky (napf. enzymu), kterd je navazana na konec molekuly tvorici
hybridizacni duplex s DNA-hybridiza¢ni sondou a nebo 4) stanove-
nim guaninovych zbytki v jeji molekule (vice v cit.'**%; [ elektro-
da, seeee DNA-sonda, O enzym, ® redoxni znacka, — komplementarn{
DNA, G guanin

covych molekul DNA (ssDNA) se zndimou sekvenci. VétSinou
jde o synteticky oligonukleotid (obvykle se stupném polyme-
race15-40), ktery nazyvame sonda (angl.: probe), a ktery ma
komplementarni sekvenci ke stanovovanym molekulam DNA
nebo RNA. Takto modifikovany povrch pfevodniku poskytuje
jinou proudovou ¢i potencidlovou odezvu nez v ptipade, Ze je
k ssDNA molekuldm podle Watson-Crickova schématu nava-
zan (hybridizovan) komplementdrni fetézec stanovované mo-
lekuly ssDNA (angl.: target DNA) za vzniku duplexu'®.
Zékladem samotného analytického postupu je izolace DNA
nebo RNA z biologického vzorku. Po purifikaci jsou izolova-
né molekuly naneseny na povrch pracovni elektrody, ktery je
modifikovany DNA-sondou. Dikaz hybridizace mze byt
proveden zpusoby, ve kterych se Casto vyuziva rtiznych elek-
troaktivnich znacek, specificky se vdzajicich na dvouretézco-
vou DNA (dsDNA) nebo ssDNA (viz obr. 1b). Mozné je napf.

1004



Chem. Listy 97, 1003 — 1006 (2003)

feSeni pomoci kovalentné se vdzajici osmiové znacky na mo-
lekulu thyminu'.

Wang a spol. vyvinuli chronopotenciometricky DNA-hy-
bridiza¢ni biosenzor pro stanoveni DNA izolované z oocyst
patogenni bakterie Cryptosporidium parvum v Ipitné vodé za
pouziti uhlikové pastové elektrody (CPE) (cit. 4). Voltamet-
rické biosenzory lze také pouzit pro stanoveni populace mi-
kroorganismi v potravindiskych a environmentdlnich vzor-
cich?. Jako sonda miZe byt pouZit nejen synteticky nukleotid,
ktery md negativné nabitou cukr-fosfdtovou kostru, ale i mo-
lekula, jejiz kostra nesouci purinové a pyrimidinové baze je
nahrazena neutrdlnim peptidovym fetézcem tvofenym jednot-
kami N-(2-aminoethyl)glycinu®! (peptidova nukleova kyseli-
na (PNA), viz obr. la). Molekuly PNA imobilizované na
elektrodu pfevodniku mohou tvofit PNA-DNA duplex, po-
dobné jako je tomu v piipadé DNA-DNA hybridizace, se
stanovovanou nukleovou kyselinou izolovanou z mikrobidl-
niho nebo jiného $kidce?.

Analyzy toxickych ldtek v Zivotnim prostiedi mohou byt
také provddény pomoci elektrody modifikované vrstvou
dsDNA™ Pokud je takto modifikovand vrstva vystavena vlivu
toxické latky, dojde k jeji vazbé na imobilizovanou vrstvu
dsDNA, coz se projevi zménou oxida¢niho proudu guaninu.
V této souvislosti byl vyvinut potenciometricky DNA-biosen-
zor pro stanoveni aromatické slouceniny antracen-2-aminu
(2-anthramin) v podzemnich vodach. Stanoveni vychazi z to-
ho, Ze se zvySujici se koncentraci 2-anthraminu se sniZuje
anodicky pik guaninu, coZ je zpisobeno vazbou 2-anthraminu
na molekuly dsDNA, ¢imz jsou zablokovdna oxida¢ni mista
v molekule guaninu'®. Podobné experimenty byly provedeny
s dimethylhydrazinem v fi¢ni vodé? a s derivaty 1,3,5-triazi-
nu®*. DNA-biosenzory nachazeji své uplatnéni i pfi stanoveni
riznych teratogenti a mutagent, napf. pii studiu benzo[a]py-
ren-DNA adukti®.

Jednou z dal$ich moZnosti je vyuZiti biosenzord pro stu-
dium poskozeni DNA, pricemz DNA je opét prekoncentrova-
na na povrchu indika¢ni elektrody pomoci ultrafialového a y-
-zateni'®?® Signdlem umoznujicim sledovat poskozeni mole-
kul dsDNA je opét guaninovy oxidac¢ni pﬂ(m. Takto navrzené
biosenzory pro studium poskozeni DNA pracuji na principu
fotokonverze guaninovych zbytkl na 2,6-diamino-4-hydroxy-
-5-formamidopyrimidin.

Jak se v posledni dobé ukazuje, je pouziti CPE vhodnym
ndstrojem nejen pro DNA-hybridizacni sondy a biosenzory
indikujici poskozeni DNA, ale i pro modifikaci uhlikové pasty
enzymem, ktery mize specificky védzat protein pfitomny ve
vzorku. Avidin je toxicky protein, ktery produkuje piidni
bakterie Streptomyces avidinii. Toxicita avidinu spoc¢ivd ve
vazb€ biotinu. Tohoto principu lze vyuZzit pfi navrhovdni
technologie biologické ochrany rostlin, které jsou geneticky
manipulovany k produkei avidinu®’. Avidin-biotinové techno-
logie bylo vyuzZito pro konstrukci amperometrického biosen-
zoru vyrobeného z uhlikové pasty, do které byl imobilizovdn
biotin. Z transgennich rostlin kukutice (Zea mays) produkuji-
cich avidin jako ochranu proti sktidciim, byl ziskdn bunécny
obsah ze semen. Diky navrZzenému biosenzoru bylo mozné
rozpozndvat avidin-transgenni rostlinu od rostliny genetic-
ky nemodifikované (avidin-biotinova technologie viz obr. 2)
(cit.”). Podobné technologie pfedstavuji moZnost jednodu-
chého stanoveni daného proteinu ¢i jiné liatky v geneticky
modifikovanych zemédélskych plodindch. Naopak, DNA-hy-
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Obr. 2. Schéma ilustrujici vyuziti avidin-biotinové vazby v tech-
nologii elektrochemickych biosenzort. a) Biotinem modifikova-
na uhlikovad pastovd elektroda poskytuje anodicky pik aminoky-
selin tyrosinu a tryptofanu, které jsou soucdsti molekuly biotinu.
b) Pokud je v analyzovaném vzorku pfitomny avidin, vytvoii se na
povrchu elektrody komplex s biotinem a zmensi se oxidacni pik
v disledku vazby biotinu s avidinem. Pokles piku je zptsoben za-
blokovanim oxidovatelnych skupin v molekule biotinu molekulou
avidinu. V piipadé biotin-avidinové technologie mize byt pouzit i
biotinem znaceny oligonukleotid jako indikdtor DNA-hybridizace.
Biotin-avidinova technologie ma Siroké spektrum pouziti u biosenzo-
ra B{ouil’van}?ch pro stanoveni proteind a nukleovych kyselin (viz
cit.™); [ elektroda, - - ~ - elektrolyt, & komplex avidinu a biotinu,
< avidin, ~ biotin

bridiza¢ni biosenzory jsou efektivnim ndstrojem pro urceni
transgenni sekvence nebo jiné aminokyselinové sekvence,
napf. hygienicky nezddoucich organismd ¢i zemédélskych
Sktidcd.

3. Zavér

Vyse uvedené piiklady prezentuji biosenzory jako efektiv-
ni analyticky ndstroj v zeméd¢lské a environmentdlni chemii.
Tyto biosenzory predstavuji budoucnost v rozvoji terénnich
analyz a plné automatizovanych zafizeni pro monitorovan{
nejruznéjsich polutantl. Nejefektivnéjsi a ekonomicky nejvy-
hodné&jsi technologii se jevi pouziti pfevodniku sloZzeného
z galvanostatu ¢i potenciostatu zapojeného s pevnou elektro-
dou, jako jsou CPE a nebo elektrody vyrobené z uhlikového
vldkna ¢&i pyrolytického grafitu?.

Na druhou stranu jako biologicky prvek biosenzoru je
vyhodné pouzivat enzymy a nékteré dalsi proteiny se schop-
nosti specifické vazby, nebo v DNA-hybridiza¢ni technologii
pouzivané syntetické oligonukleotidy a PNA. Predevsim elek-
trochemické biosenzory pro poskozeni DNA se mohou stit
vhodnym ndstrojem pro studium genotoxickych vlivli zemeé-
dél§(1)<}70h preparatd nebo jinych primyslové vyuzivanych la-
tek™.

Vyuzit{ biosenzorl je mozné i v on-line zapojeni s elek-
troforetickymi nebo chromatografickymi separacnimi techni-
kami’. Vsechny tyto moZnosti jsou dnes intenzivné studovdny,
nicméné pouZiti velmi nadéjné technologie DNA-hybridizace
pro stanoveni chromosomové DNA se prozatim bez slozité
ptipravy vzorku prfili§ nedafi. V budoucnu by mohl byt prob-
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1ém vyfeSen pouzitim automatickych mikro-PCR systémd
(PCR: polymerasova fetézova reakce)'. Jednou z nejnovéj-
$ich technik je napf. provedeni DNA-hybridizace na velkém
pracovnim povrchu (povrch H) komeréné vyrdbénych para-
magnetickych kulicek a stanoveni redoxni a nebo enzymatické
znacky indikujici hybridizaci na malém povrchu indikacni
elektrodgl. Princip a vyuzZiti této techniky je detailné popsdn
vcit. 33

Jak z vySe uvedeného textu vyplyva, jsou elektrochemické

biosenzory ndstrojem s perspektivou k budoucim nanotechno-
logiim nejen v zemédélské a environmentdlni kontrole, ale
i v celé skdle védnich disciplin, jako je medicina, farmacie,
molekuldrni biologie a dalsi.

Prdce na tomto ¢ldnku byla financné podporovdna gran-

tem FRVS ¢. 1 203/2003 a MSM 432100001 Ministerstva Skol-
stvi a telovychovy Ceské republiky a projektem ¢. A 1163201
Grantové agentury Akademie véd Ceské republiky.
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cal Chemistry, Masaryk University): Electrochemical Bio-
sensors in Agricultural and Environmental Analysis

The technology of biosensors has found extensive appli-
cations in clinical diagnostics, genomics and proteomics, en-
vironmental protection, and industry, as well as in studies of
biological processes in cases where classical analytical tech-
niques are not applicable. In this communication, the use
of potentiometric and amperometric biosensors for chemical
analysis in agriculture and environmental science are briefly
reviewed with emphasis on the determination of toxic sub-
stances, such as heavy metals, pesticides, and selected organic
pollutants. Also covered are some modern electrochemical
trends, particularly the use of solid carbon electrodes in DNA-
-hybridization and enzymatic modification (avidin-biotin tech-
nology), related to the determination of specific sequences in
mRNA or DNA. An important application of solid electrodes,
modified with nucleic acids or proteins, is in the field of genom
investigation of agricultural pests or pathogenic organisms in
the environment, or in the determination of specific proteins
in organisms. The modified electrodes, in conjunction with
compact, portable diagnostic instrumentation, also seem to be
promising for the investigation of DNA damage, which could
be important for the identification of genotoxic effects of
harmful substances on organisms.
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1. Uvod

1.NO,, zdroje a dopad
na zivotni prostfedi

V atmosféte se vyskytuje sedm oxidd dusiku o sloZzeni NO,
NO,, NO;, N,0, N,O;, N,0, a N,Os, mezi nimiZ probihaji
chemické reakce Nejvyznamnejmml slozkami emisi oxidl
dusiku, pochézejicich ze spalovacich a primyslovych zdroji
jsou NO, NO, a N,O. Asi 70 % Celkoveho mnozstvi vSech
emisi oxidl dus1ku predstavuje NO (cit.>¥), ktery se v atmo-
sfére rychle oxiduje na NO, (cit.*%). Emise NO a NO, jsou
bézné definovany jako emise NO.,.

Vsechny oxidy dusiku vyrazné ovliviiuji rovnovahu eko-
systému a maji negativni vliv na zdravi zZivych organismd.
Jsou schopny zasdhnout v§echny ¢4sti dychaciho ustroji a JSOU
hlavni pfic¢inou fotochemického smogu a kyselych desta®.

D0b7a zivota oxidl dusiku v atmosféte je pfiblizné 120 rokd
(cit.").

N,O se vyrazné podili na klimatickych zméndch a do
atmosféry unikd hlavné pii denitrifikacnich procesech a vyro-
bé kyseliny adipové. Prestoze jde o sklenikovy plyn, ktery
v atmosféfe pretrvava nejdéle ze vSech oxidi dusiku, v sou-
casné dobé neexistuji limity emisi této slozky v exhaldtech.
Avsak soucasné emise N,O v Evropé, které ¢ini 1200-1300 kt
N,O-N (vztaZeno na atom N) za rok, bude nutné v nejblizsi
dobe snizit na 200-250 kt N,O-N (vztaZeno na atom N) za
rok®.

Elektrarny spalujici fosilni paliva nebo zemni plyn, che-
micky primysl (napf. vyroba kyseliny dusi¢né) a spalovaci
turbiny pfedstavuji stacionarn{ zdrOJe NO,. Naopak mobilnimi
zdroji NO, jsou dopravni prostredky spa1u11c1 benzin, zemni
plyn nebo dleselova paliva®. Hlavni podil NO .je emitovan do
atmosféry pii spalova(:lch procesech'”. Prlrodm zdroje NO,
jako atmosférické vyboje'' a produkce pudn1m1 mikroby, tvoit
v sou¢asné dobé méné vyznamnou Gdst'

Motory spalujici benzinovd paliva zpravidla pracuji se ste-
chiometrickou smési, kde mnoZzstvi pfidivaného vzduchu pres-
né odpovidd konverzi palivana CO, a vodu. Pomer vzduch/pa-
livo je pro stechiometrickou smés 14 7 (cit.'?). V poloviné 80.
let byl pro likvidaci NO, ze stechiometrickych smési vyvinut
tzv. tiicestny katalyzdtor, ktery je Siroce aplikovén jako sou-
¢ast vSech benzinovych motort.

Motory spalujici dieselova paliva'® stejné tak jako vétsina
staciondrnich zafizeni naproti tomu pracuji v prebytku vzdu-
chu. Pomér vzduch/palivo je pro tyto smési v rozsahu 21-23
(cit.'?). K odstranéni NO, ze staciondrnich zdrojti se v oxidacni
atmosféfe vyuzivd selektivni katalytickd redukce NO, (SCR-
-NO,) amoniakem, avSak doposud nebyla vyvinuta zadnd
technologie pro odstranéni NO  z mobilnich zdrojt oxidaci.

Dalsi ndroky na sniZeni obsahu Skodlivych latek (oxidu
dusiku, siry a uhliku, organickych slou¢enin apod.) v exhald-
tech, dle norem 98/69/EC (tab. I), podstatné zvysi vydaje na
kontrolu emisi v zemich EU, a to odhadem ze soucasnych 58,5
na 66 miliard EUR/rok. Z navySenych vydajl pfipadd 60 %,
tj. 4,5 miliard EUR/rok, na zvySeni i¢innosti odstranéni NO,

Tabulka I
Emisni limity pro osobni automobily v g.km™

Smérnice  Platnost Osobni automobily s motory spalujicimi
od benzin diesel

CO CH, NO, CO CH, NO,
EURO I 1.7.1992 4,05 0,66 0,49 2,88 0,20 0,78
EUROII  1.1.1996 3,28 0,34 0,25 1,06 0,19 0,73
EURO III*  1.1.2000 2,30 0,20 0,15 0,64 0,06 0,50
EURO IV* 1.1.2005 1,00 0,10 0,08 0,50 0,05 0,25
* Smérnice 98/69/EC
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(cit."). Zlepseni sou¢asnych technologii odstran&ni NO, z ex-
haldtd a nalezeni nového technického zpiisobu odstranéni NO,
z exhalétt dieselovych motord tak miZe pfinést nejen vyrazné
snizeni mnoZstvi NO, emitovaného do atmosféry, coz je prvo-
fady cil, ale i vyrazné sniZeni finan¢nich ndkladu.

1.2. Odstranéni NO, z exhaldtt

Zpiisob odstranéni NO, z exhaldtt zdlezi pfedevsim na
zdroji emisi (mobilni nebo staciondrni), pouzitém palivu, slo-
7eni exhalatl (oxida¢ni nebo redukéni atmosféra a koncentra-
ce NO,) a procesu pii kterém k emisi NO, dochdzi. Existuji
dva hlavm technologické prlstupy omezen{ obsahu NO, v emi-
sich, primdrni a sekundarni'. Primdrnim opatienim je kontrola
obsahu dusiku v palivu a uZiti hofdkd s nizsi teplotou. Sekun-
darni zplsoby odstranéni NO, z exhaldtti se déli na absorpcni
a katalytické, pricemz Siroké aplikace doznalo pouZiti tficest-
ného katalyzatoru a technologie SCR-NO, amoniakem s po-
uzitim V,05-WO,/TiO, jako katalyzétoru.

Absorpéni procesy jsou vhodné pro malotondzni zdroje
NO, a pro zdroje s proménlivou koncentraci NO,. Hlavni
vyhodou je soucasné odstranéni oxidd dusiku a siry. Naproti
tomu nevyhodou je tvorba odpadnich vod s vysokym obsahem
dusi¢nanti a dusitant a nizkd rozpustnost NO,. Z tohoto divo-
du je nutné prevedeni NO, na NO,, coz je finan¢né narocné.

Tticestny katalyzator soucasné eliminuje CO, NO, a uhlo-
vodiky (CH)) na zdklad¢ katalytické redukce NO na N,
a oxidace CO a C,H, na CO, a H,0 (cit. 15.16) Katalyzatorem
je uslechtily kov (Pt, Rh nebo Pd) naneseny na aluminé a na
keramickém nosic¢i. Hodnoty konverze vsech tii slozek vyraz-
né zdvisi na poméru vzduch/palivo'’, pfi¢emz tiicestny kata-
lyzator efektivné oxiduje C,H a CO a stejné tak redukuje NO,
pouze v tizkém rozmezi poméru vzduch/palivo'®. Efektlvm
vyuziti tiicestného katalyzdtoru je dosazeno pro stechiomet-
ricky pomér vzduchu a paliva. S rostouci koncentraci vzduchu
vyznamné klesd konverze NO,.

SCR-NO, amoniakem v oxida¢ni atmosfére' je technolo-
gie pouzivand vyhradné u staciondrnich zdroji (napf. elek-
trairny'g) a popisuje ji chemicka reakce

4NH;+4NO+0,—4N,+6H,0

Prevdzné je vyuzivin V,0,-WO,/TiO katalyzator efek-
tivni v teplotnim rozsahu 250-400 C Avsak v posledm dobé
byly navrzeny jako katalyzétory také Cu-zeolity*' % které
redukuji NO, na N, amoniakem za teplot 180-250 °C. Jejich
vyuZiti spadd do oblasti odstranéni NO, z chemickych vyrob,
kde je za soucasné technologie nutné ohfivani odpadnich plynti.

Zgsadnim problémem SCR-NO, amoniakem je skladova-
ni, doprava a ndstfik silné korozivniho amoniaku do systému
a tinik pfipadné nezreagovaného amoniaku'. V soucasné dobé
je tnik amoniaku limitovdn hodnotou 2 ppm, coz vyzaduje
vysoky stupen kontroly procesu. S rostoucimi pozadavky na
bezpecnost prace s amoniakem bude nezbytné nahrazeni do-
savadm’ technologie jinym Zpﬁsobem odstraném’ NO z exha-
dukcm ¢inidla, pficemz pro praktické vyuz1t1 v Sirokém mé-
fitku je nad&jné piedevsim pouziti parafind.

Z technologického hlediska by byl velice atraktivni piimy
rozklad NO na molekuldrni dusik a kyslik?> >’ bez pouziti
reduk¢niho ¢inidla podle chemické reakcee,
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2NO - N, +0,

ktera j Je z termodynamického hlediska moznd (A6298 =-87,0
kJ.mol™), ale jeji rychlost je negativné ovlivnéna vysokou
hodnotou aktiva¢ni energie. Jako katalyzatory ptimého roz-
kladu®' byly testovany uslechtilé kovy a oxidy s niz§i valen-

ci®® . Ty katalyzuji rozklad NO, avSak vznikajici kyslik ihned
OXIdUJe kovové a oxidové katalyzatory, které se ireverzibilné
deaktivuji. Jedinymi katalyzatory vykazujicimi relativné vy-
sokou a stabiln{ aktivitu v pfimém rozkladu NO jsou vysoko-
silikdtové zeolity s iontové vyménénymi Cu ionty, jako napf.
Cu-MFI (cit.**’), Cu-BEA (cit.**?"). V diisledku nizkého ne-
gativniho ndboje ve skeletu Cu-MFI zeolitu je vyrazné snizen
pozitivni naboj na Cu iontech. Tim se stabilizuje monovalentn{
stav Cu iontt, jeZ jsou aktivnimi centry pro pfimy rozklad NO.
Avsak prebytek vodni pary v exhaldtech vyznamné snizuje
aktivitu tohoto katalyzdtoru. Zejména tato skute¢nost md za
ndsledek, Ze i pfes intenzivni vyzkum nema v blizké budouc-
nosti technologie pfimého rozkladu NO, redlnou nadé&ji na
realizaci.

2. Selektivni katalyticka redukce NOy
uhlovodiky

O SCR-NO, uhlovodiky byla publikovana celd fada pre-
hlednych praci™3*~, Tento postup odstranéni NO, v oxidac-
ni atmosféfe md potencidlni uplatnéni pro odstranenl NO,
jak ze staciondrnich, tak i z mobilnich zdrojd, kde doposud
nebyla vyvinuta potfebnd technologie. Problémem je stdle
nizkd aktivita katalyzdtoru za redlnych podminek a zejména
mald odolnost katalyzatoru k vodni pafe (~10 obj.%) a SO,
(~150 ppm). Deaktivace katalyzédtoru v dasledku pfitomnosti
SO, je zplisobena oxidaci SO, na SO, a ndslednou tvorbou
sulfatt ptislusnych kovti. Vzhledem k tomu, Ze se pfedpokladd
vyznamné sniZeni obsahu siry v palivech, nejsou studie vlivu
SO, na SCR-NO, uhlovodiky stfedem hlavni pozornosti. Ta
se 0brac1 zejmena ke studiu vlivu vodni pary.

Dostatecné ucinny katalyzdtor by mél vykazovat vyso-
kou aktivitu, selektivitu a odolnost za vysokych prostorovych
rychlosti (30 000-60 000 h™") a v Sirokém rozmezi teplot
(250-550 °C).

2.1. Katalyzdtory

V 90. letech Iwamoto a spol.*® a Held a spol.*” nezdvisle
objevili a patentovali'zg’39 redukci NO uhlovodiky na Cu-MFI
katalyzétoru v prebytku kysliku. Tato oblast vyzkumu doznala
pro svou vysokou aktudlnost velké pozornosti. Vedle kataly-
zdtorli na bdzi zeolitli, o kterych je pojedndno niZe, bylo
publikovéno‘“M5 vyuziti oxidd kovi (Cu, Co, Ni, Mn, Fe, Ag,
V, Cr, Pt, Rh, Pd) nanesenych na anorganickych nosicich,
pficemz obecné bylo dosazeno vyssi aktivity pro oxidy kovil
nanesené na aluminé€ jako nosici, nez na silice. Ag-Al,O, patii
mezi nejaktivnéjsi katalyzdtory na bdzi oxidd kovil. Tento
katalyzdtor vykazoval vysokou aktivitu v grltomnostl vodni
pary za pouZziti methanu*** ale i oktanu® jako redukéniho
Cinidla.

Zeolity jsou trojrozmérné, mikroporézni, krystalické alu-
minosilikdty s definovanou vnitin{ strukturou a vysokym vnitf-
nim povrchem (cca 400-800 m>g™). Krystalickd struktura
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poskytuje piesné uspofddany systém vnitfnich kandll a vy-
sokou kapacitu iontové vymény. Chemické slozeni zeolit
ve formé oxidi je ddno vzorcem M,,0.Al,0,.5Si0,.tH,0,
kde n je valence kationtu a s a t je obsah SiO, a H,O v ze-
olitu. SloZeni jednotkové cely vyjadifuje strukturni vzorec
M,,[(AlO,) (SiO,),].w H,0, kde w je obsah H,O a y/x zna-
mend moldrni pomér Si/Al v krystalické miizce.

Minimdlni moldrni pomér Si/Al ve skeletu je 1, protoze
podle Loewensteinova pravidla jsou zakdzany vazby Al-O-
-Al. Mezi zeolity s vysokym obsahem Al patii napf. zeolity*’
typu A s Si/Al = 1 a faujasity (X, Y) (Si/Al = 1,2-3,0). Zeolity
s vysokym obsahem Si (vysokosilikdtové) zahrnuji napt. mor-
denit (MOR), ferrierit (FER), ZSM-5 (MFI) a beta (BEA)
zeolit. Pro tyto zeolity je pomér Si/Al > 8 (cit.¥).

2.2. Selektivni katalytickd redukce
NO, uhlovodiky na zeolitovych
katalyzdtorech

2.2.1. Zdkladni predstava

SCR-NO, uhlovodiky v oxidac¢ni atmosféie probihd podle
chemické reakce

2NO +2CH, + (2x+1/2y) 0,— N, +2x CO, + y H,0

Zpravidla je nutnd vyssi koncentrace uhlovodiku (moldrn{
pomér C/N > 1), nez jakd odpovidad stechiometrii reakce,
protoZe soucasn¢ s redukci NO muize dochdzet i k oxidaci
uhlovodiku

2CH, + (4x +y) 0, - 2x CO, + y H,0

Konverze NO na N, v zavislosti na teploté vykazuje ma-
ximum, zatimco konverze uhlovodiku monoténné roste do
hodnoty 100 % (obr. 1). Priibéh konverze NO na N, je ovlivnén
dvéma faktory, jednak termodynamickou rovnovdhou NO-
-NO,, jednak spalovdnim uhlovodiku kyslikem za vyssi tep-
loty. S rostouci teplotou se posouvd termodynamickd rovno-
vdha NO-NO, ve prospéch NO, coz plisobi proti sméru jedno-
ho ze stupiiii redukce NO,, kterym je oxidace NO na NO,.
S rostouci teplotou se rovnéz zvysSuje nezadouci spalovan{

100
x, %
80

60

40

20

200 400 600

t,°C

Obr. 1. Zavislost konverze NO na N, (I) a celkové konverze
uhlovodiku (2) na teploté pro SCR-NO_ uhlovodiky; termodyna-
mickd rovnovdha NO-NO, vyjadiena jako vytézek NO, (3)
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uhlovodiku kyslikem snizujici mnozstvi uhlovodiku podileji-
ctho se na redukci NO,.

Aktivita katalyzatoru pro SCR-NO, uhlovodiky je ddna
vytézkem N, a selektivnim vyuZitim uhlovodl’ku definova-
nym jako podﬂ uhlovodiku dcastniciho se redukce NO, a cel-
kové zreagovaného uhlovodiku. Ddle je sledovéna selektivita
redukce NO, vzhledem k N, (nezddoucimi produkty jsou NO,,
N,O a organické dusikaté slouceniny) a selektivita oxidace
uhlovodiku vzhledem k CO, (nezddoucim produktem je CO).
SCR-NO, uhlovodiky vedouci k vysokému obsahu N,O a CO
by vyzadovala nésledné odstranéni téchto produkti a mad
mensi nadéji na praktické uglatnem Tvorba vedlejsich pro-
duktii je zdsadn& ovlivnéna® katalyzitorem a déle pouZitym
uhlovodikem, sloZzenim NO, a pfitomnosti vodni pary a SO,.

2.2.2. Mechanismus

Prvnim stupném SCR-NO, uhlovodiky je oxidace NO na
NO,, ktery dale tvori komplexy typu NO, (kde y = 2), coZ bylo
prokdzano*>* studiem SCR- NO, uhlovodﬂ<y v systémech
NO-CH,-O, a CH,-NO,. Obecné s rostouci koncentraci kysli-
ku roste akt1v1ta zeolitu, ktera dosahuje konstantni hodnoty
okolo 2 obj.% kyshku55 o Ox1dace NO miiZe probihat na
kationtech pfechodnych kovi”’ dis ergovanych oxidovych
klastrech® a Lewisovych centrech*~8 , pricemz se predpokla-
dalo, 7Ze kyslik adsorbovany na Lewisovych centrech je akti-
vovin elektrostatickou polarizaci pochdzejici ze struktury ze-
olitu®. V posledni dob& viak je diskutovdna zdsadni role
stopového mnozstvi Fe na oxidaci NO (cit.éo), avsak prozatim
nebyla urcena struktura aktivnich Fe center pii stopovych
koncentracich.

Limitujicim krokem SCR-NO, methanem je roztrzeni C-H
vazby za vzniku volného radlkalu5061 66 Cowan a spol.*!
k tomuto zdvéru dospéli na zdkladé 1s0topoveh0 efektu pfi
pouziti CH, a CD,. Tento efekt vSak nebyl pozorovan pfi
pouziti 2- methylpropanu62 7 kde je limitujicim stupném pa-
trné oxidace NO nebo rozklad povrchoveho meziproduktu.

K aktivaci uhlovodiku dochazi®"®° pri reakci s adsorbova-
nymi komplexy NO, (y = 2). Predpokladd se, Ze vznikaji
organické nitroso-, pfipadné nitroslouceniny, které se ddle
podileji na tvorbé molekuly N,. V piipadé reakce NO, s me-
thanem je vyloucena tvorba olefind, ale j je mozné sp0]en1 dvou
methylovych radikli na ethan®. &jsi
u vyssich uhlovodiki. Odtrzenim H atomu z propenu vznikal
allylovy radikél a isokyandt nebo HCN® jako meziprodukt,
naopak u propanu tento meziprodukt pozorovan nebyl®>®, ale
vznikal sekundérni propylovy radikal”.

Isotopové znaceni atomit dusiku N a >N v molekule NO
prokazalo™!, 7e pii vzniku molekuly dusiku pochazi jeden
atom dusiku z adsorbovaného dusikatého meziproduktu a dru-
hy z plynné molekuly NO.

I ptes dlouhodoby vyzkum mechanismu SCR-NO, uhlo-
vodiky na zeolitovych katalyzdtorech se nepodafilo jedno-
znacné prokdzat sled elementdrnich reakci. PfestoZe jsou z4-
kladni aspekty SCR-NO, uhlovodiky (role kysliku, prvni stu-
peii, limitujici stupeni, tvorba molekuly N,) podobné, nelze
mechanismus SCR-NO, uhlovodiky vystihnout jednim, uni-
verzdlnim mechanismem, avsSak sled radikdlovych reakci je
specificky pro urcity typ katalyzdtoru a uhlovodiku. Byly
navrzZeny jednotlivé mechanismy, napf. pro SCR-NO, metha-
nem na Pd-MFI (cit.”), Co-MFI (cit.”>™) (obr. 2), Co-FER
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Obr. 2. Predpoklddany reakéni mechanismus SCR-NO_methanem na Co-ZSM-5

(cit.>"), Cu-MFI (cit.”®) a Fe-MFI (cit.”®), SCR-NO . propanem
na Cu-MFI (cit.*) a Fe-MFI (cit.””), SCR-NO, propenem na
Cu-MFI (01t ) a Ag/y-Al,O4 (cit. 7778 3 SCR- NO 2-methyl-
propanem®’ na M-MFI (M Cu Co, Fe) predpoklada}lcl sled
radikdlovych reakei.

Znalost mechanismu je nezbytna pro vyvoj optimalni struk-
tury katalyzdtoru, stejné tak jako pro optimdlni vedeni celého
procesu. Na zdkladé studif mechanismu byly charakterizovany
vlastnosti katalyzdtoru vhodného pro SCR-NO, uhlovodiky.
Katalyzdtor by mél vykazovat vysokou kapacitu pro adsorpci
NO a uhlovodiku, vysokou rychlost oxidace NO na NO,
a vysoky stupefi konverze redukce NO, a naopak nizky stupen
konverze oxidace uhlovodiku molekulrnim kyslikem™.

2.2.3. Vliv uhlovodiku a typu kationtu iontové vymeénéného
do matrice zeolitu

Uhlovodiky se pro dany katalyzator déli vzhledem k re-
dukci NO, na selektivni a neselektlvm Methan Je selektiv-
nim redukcmm ¢inidlem pro Co (01t ) Pd (c1t 0- ), Ga
a In (cit.**°%%) ve vysokosilikdtovych zeolitech, zatimco pro
Cu-MFI (cit.>!*878%) 3 Fe-MFI (cit.”""*) je neselektivnim re-
dukénim Cinidlem. Adsorbované komplexy NO| nejsou v pri-
pade Cu-MFI schopny odstranéni atomu H z molekuly CH,
(cit. 0) ale naopak piednostné probihd oxidace CH, na CO,
(cit.®?). Aviak Cu NO, komplexy reaguji s vy$simi uhlovodﬂ<y
napf-. propanem Obecne lze shrnout Ze aktivita a selekt1v1ta

nebo 2- methylpropanu nez methanu jako redukéniho ¢inidla.

Katalytickd aktivita M-MFI (M = Co (cit.”>**7*!, Cu
(cit.”>*>*), Pd (cit.*), Fe (cit.”**), Ga (cit.”) a Pd (cit.*"*"),
M-BEA (M = Co (cit.”®*?), Cu (cit.>®)) a dalsich zeolitii (Co-
-FER (cit.'"), Cu-Y (cit.94) apod.) obecné roste s mnozstvim
vyménéného kationtu do stupné iontové vymény 80-100 %.
Dalsi zvySeni koncentrace kationtu v zeolitu obecné vede
k poklesu katalytické aktivity, pfipadné selektivity katalyza-
toru”. Zatimco v zeolitech s niz§im stupném iontové vymény
je prevaznd cdst kationtl pfitomnd ve formé jedno- nebo
dvojmocného iontu, za vyssiho stupné iontové vymeény byl
popsan V;/skyt oxo-komplexii [Cu-O-Cu]** (cit.”®), [HO-Fe-O-
-Fe-OH]** (cit.'”"), p-oxo kobaltovych center® apod. U zeoliti
obsahujicich vice kovu nez odpovidd vyménné kapacité byla
pozorovédna piftomnost oxidovych ,klastri* jako jsou PdO
(cit.*), Co,0, (cit.”®), CuO (cit.”") apod. Vznik oxidové slozky
byl rovnéz popsdn v souvislosti s deaktivaci katalyzdtoru
v priibéhu SCR-NO, uhlovodiky®. To naznacuje, Ze aktivnimi
centry jsou iontové vyménéné kationty kovt koordinované
k matrici zeolitu a ne oxidové Castice, které se tvori pii vyS$Sim
obsahu kationtl v zeolitu.

3. Vliv vodni pary na selektivni katalytickou
redukci NOy uhlovodiky

Vodni pdra je silny konkuren¢ni adsorbent k reaktantiim
SCR-NO, uhlovodiky. Pfiblizn€ 10-12 obj.% H,0 je obsazeno
v redlnych exhaldtech ze spalovacich procest a z chemického
primyslu a jen cca 0,1 obj.% H,O vznikd v pribéhu reakce'®.
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Tabulka IT
Aktivita vybranych katalyzitori pro SCR-NO, uhlovodiky v piitomnosti vodni pary a SO,

Katalyzdtor x (NOnaN,) CH, T ¢MH,0) c(SO, Zatizeni Stabilita Pozndmky Lit.
[%] ' ['C] [obj.%] [ppm] Kkatalyzdtoru® [h]
[h"]

Co-MFI 90 isobutan 390 10 - 42 000 50 piiprava sublimaci CoCl, 118
Co-MFI 96 isobutan 400 10 - 42 000 100 piiprava sublimaci CoBr, 119
Co-BEA 73 propan 400 9 0,3 15 000 4000 79,112
Fe-MFI 95 isobutan 500 20 150 4200 2 500 nebylo reprodukoviano 95
Fe-MFI 76 isobutan 375 10 - 42 000 - 96
Fe-MFI 80 propan 350 7 - 7500 - 123
FeLa-MFI 90 isobutan 350 10 - 42 000 100 La: ndrdst x (NO na N,) ze

70 na 90 % 103
CoPt-MFI 55 propen 350 6 200 19 500 - 0,1 hm.% Pt, selektivita

na N, 90 % 58
PdCo-MFI 65 methan 500 10 - 740 40 0,4 hm.% Pd, 3,3 hm.% Co 83
PdCe-MOR 58 dodekan 350 15 100 30 000 240 144
IrIn-MFI 59 methan 500 5 - 36 000 - 0,2 hm.% Ir 85,148
PtIn-MFI 68 methan 500 5 - 36 000 - 1 hm.% Pt 85

# Objem plynné smési pii laboratorni teploté a tlaku ddvkovany za jednotku ¢asu na jednotku objemu loZe katalyzatoru (GHSV)

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 2, odolnost katalyzdtoru  FAU (cit.>*!%). Ve struktufe zeoliti Co-MFI (cit.'”’), Co-FER
k vodni pédfe je jednim z kli¢ovych problémi aplikace SCR- (cit.'®®), Co-BEA (cit.!””) a Co-MOR (cit.!'?) byly uréeny tii
-NO, uhlovodiky (tab. II). Katalyzidtor miize v piitomnosti polohy izolovanych Co-iontli vykazujicich rozdilnou aktivi-

vodni pary podléhat reverzibilni nebo ireverzibilni deaktivaci. tu pii redukci NO methanem. Zatimco ve strukturaich FER
Reverzibilni deaktivace zeolitu je zpisobena adsorpci mole- a MOR vykazovaly nejvyssi aktivitu Co ionty vdzdné k miiz-
kul vody na aktivnich centrech, protoze molekuly vody jsou kovym kysliktim hlavni kanalové struktury, ve strukture MFI
stejné jako NO, Lewisovy bdze a adsorbuji se na stejnych byly nejaktivnéjsi Co ionty koordinované v deformovaném

centrech'%% Ireverzibilni deaktivace je zptsobena hydrolyzou Sesticleném kruhu na priseciku rovného a sinusoidniho kand-

atomd Al z mfizky zeolitu vedouci ke ztraté kapacity iontové 1u'%,

vymény zeolitu a k preméné aktivnich center kationtu na QOdlisné poradi aktivit Co-zeolitl bylo nalezeno pro SCR
oxidové klastry. Studie vlivu vodni pary na aktivitu rozlicnych NO propanem v piitomnosti vodni pary’>'''"''3 a to BEA >
struktur katalyzatord pro SCR-NO, uhlovodiky prokazala, Ze MFI > MOR >> FER >> Y.

vétsina katalyzdtorli na bdzi zeoliti podléha v pfitomnosti Co-BEA vykazoval vysokou a stabilni aktivitu redukce
vodni pary pouze reverzibilnimu poklesu aktivity. NO propanem v piitomnosti 9 obj.% H,O a 0,3 ppm SO, po

Vliv vodni pary na aktivitu zeolitu pro SCR-NO, uhlovo- dobu 4000 h (cit.”!"'>!!*) Po ukonceni katalytického testu
diky byl vysvétlen na zdkladé kinetiky reakce. K popisu SCR- nebyly nalezeny zmény struktury a ve skeletu zeolitu byl
-NO, methanem na Co-MFI (cit."® a Co-FER (cit.'”% byl detegovan'!"® pouze tetraedricky koordinovany Al. Pouze ato-

pouzit Langmuirdv-Hinshelwoodiiv mechanismus. Byl vyslo- marné dispergované Co ionty byly pfitomny v Co-BEA azZ do
ven predpoklad, ze molekuly vody jsou v zeolitu adsorbovany maximadlniho stupné€ iontové vymeény (100 %). Dalsi Co-cen-
na centrech, aktivnich jak pro redukci NO, tak pro oxidaci tra, identifikovdna jako p1-oxokobaltové komplexy byla pozo-
uhlovodiku. S rostouci teplotou reakce se sniZuje rovnovaznd rovéna v oblasti tiplné iontové vymény”®*’. Oxidové klastry
adsorpce molekul vody na aktivnich centrech, ¢imz se snizuje Co;0, byly pozorovdny v zeolitu s vySsi koncentraci Co nez
i negativni vliv vodni pdry na katalytickou aktivitu. jaka odpovidd vyménné kapacité, pficemz bylo prokdzano, Ze
Prestoze pro vétSinu katalyzator( vodni pdra a SO, plisobi oxidové klastry jsou pii¢inou poklesu aktivity SCR-NO, v di-
negativné na katalytickou aktivitu redukce NO uhlovodiky, sledku zvyseni oxidace propanu.
u nékterych katalyzdtorti byla aktivita redukce NO uhlovodiky Studium vlivu iontové vyménénych kokationti (Ni, Ca,

v piitomnosti vodni péry (Fe-MFI*®?71% pd-MOR ', resp. Sr, Ba, La, Mn, Ag) do struktury Co-BEA zeolitu prokédzalo
v ptitomnosti SO, (Pd-Pt/ZrS,) (cit.'®) naopak zvySena. Ten- pozitivni vliv Ni (cit.""*"7) na aktivitu SCR-NO, propanem

to jev zatim nebyl objasnén. v pritomnosti vodni pdry. Pfidavkem iontové vyménéného In
(InNiCo-BEA) se dosahlo dalsitho zvySeni aktivity katalyza-
3.1. Co-zeolity toru za nizsi teploty.

Co-MFI, pfipraveny sublimaci CoCl, nebo CoBr, vy-

V zdvislosti na matrici zeolitu byla nalezena ndsledujici kazoval stabilni aktivitu redukce NO 2-methylpropanem
poradi aktivit Co-zeoliti pro redukci NO methanem v nepfi- v piitomnosti vodni pary po dobu 50 h (cit.!'®) nebo 100 h
tomnosti vodni pary MFI > FER > BEA >>MOR >>CHA ~  (cit.'"”). Stabilni aktivita Co-MFI byla piisouzena oxo-Co
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jontdm''"®''?, Aviak dlouhodobgjsi testg (400 h) prokazaly
vyznamnou ztritu aktivity Co-MFI (cit.”!'"!!

Zvyseni katalytické aktivity Co-MFI bylo docﬂeno pri-
tomnosti Pd (cit.”"), pricemz oba kationty byly dobfe disper-
gované a lokalizované uvnitf kandla zeolitu. Pozitivniho efek-
tu na katalytickou aktivitu Co-MFI bylo rovnéz dosazeno®®
pridanim malého mnozZstvi Pt (~0,1 hm. %).

3.2. Fe-zeolity

Fe-zeolity vykazuji vysokou aktivitu SCR-NO, C3 uhlo-
vodiky, avSak v produktech se nalézd pomérné vysokd kon-
centrace nezddouciho CO (cit.?®!93120y,

Vyznamnym parametrem ovliviiujicim aktivitu Fe-zeoli-
tovych katalyzatori je zplsob zavedeni Fe center do zeoli-
tu. Byla popsdna piiprava Fe-MFI iontovou vyménou Fe(II)
ve vodném roztoku soli dvojvazného Zeleza FeSO, . 7 H
(cit.®®!21, FeC ,0, . 2 H,O (cit. 9396y nebo Fe(NO3)2 (cit. 12%)
iontovou vymeénou s FeCl v tuhé fazi (cit. =) a sublimaci
FeCl, do H-MFI (cit. %), v ZaVlSlOStl na pH byly pfi iontové
vyméné ve vodném roztoku pfitomny Fe(Il) ionty (pH < 2),
[Fe(OH)]* (pH 4) a FeOOH nebo” Fe(OH), (pH > 5). Fe(I1I)
nelze do vysokosilikdtovych zeoliti iontoveé vyménit v disled-
ku nedostate¢ného lokdlniho zaporného ndboje skeletu.

Prestoze Fe-MFI, pfipraveny iontovou vyménou ve vod-
ném roztoku FeC,0, vykazoval vysokou a stabilni aktivitu pri
redukci NO 2- methylpropanem v piftomnosti 20 obj.% H,O
a 150 me SO, po dobu 2500 h, vysledky nebyly reproduko—
vatelné'?

Fe-MFI pfipraveny sublimaci FeCl, do H-MFI vykazoval
stabﬂm aktivitu redukce NO 2-methylpropanem v pfitomnos-

%10 obj.% H ,0, pficemZ maximalni hodnota konverze NO
na N, byla vySsi neZ pii redukci NO propanem®. Odolnost
Fe- MFI k pfitomnosti vodni pdry byla vysvétlena piitomnosti
oxo-Fe komplexti, snadno uvolfiujicich kyslik, pficemz tyto
oxo-Fe komplexy tvorily pfiblizn& 20 % Fe v zeolitu'". Jind
studie vysvétlila vysokou odolnost Fe-MFI k vodni pare na
zdkladé pritomnosti zeleza v tetraedrickych nebo deformova-
nych tetraedrickych polohdch nechemisorbujicich molekulu
vody!?

Fe-MFI grlpraveny iontovou vyménou s FeCl, v tuhé fdzi
vykazoval'?® vysokou aktivita redukce NO propanem v pii-
tomnosti vodni pdry pfi teploté >300 °C.

Za aktivni centrum SCR-NO, uhlovodiky na Fe-MFI v pii-
tomnosti vodni pary byl navrZzen mistkovy komplex [HO-Fe-
-O-Fe-OH]*, vyzadujici 6prltomnost dvou blizkych AlO; jed-
notek ve skeletu zeolitu”>'*"~1

Zvyseni katal tlcke akt1v1ty Fe-MFI bylo dosazeno v pfi-
tomnosti La (01t ) a Pt (cit.! 3) Zatimco La zvysil oxidaci
uhlovodiku kyslikem, v pfitomnosti malého mnozstvi Pt byla
zvySena oxidace nezadouciho CO na CO,.

3.3. Pt-zeolity

Pt-zeolity jsou aktivni a stabilni katalyzdtory pro SCR-
-NO, v pfitomnosti vodni pdry pfi relativné nizkych teplotich
200-300 °C (cit.*+12-132) 'Mal zména katalytické aktivity pfi
redukci NO byla po pfiddni vodni pary a SO, do reakéni smési
nalezena pro Pt-Y (cit. 130, 132) a Pt-MFI (c1t2133 '34) Vyznam-
nou nevyhodou Pt-zeolitl je vSak tvorba nezddouciho N,O,
Zasto prevysujici mnozstvi vzniklého N, (cit.*130-132:135)
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3.4. Pd-zeolity

Piitomnost protont v zeolitu se ukdzala byt vyznamnou
pro SCR-NO, uhlovodiky na Pd-zeolitech. Byl prokdzan bi-
funkéni mechanismus zahrnujici ionty Pd** a protony'*¢'%
Rovnéz byla prokdzana reakce mezi protony a klastry PdO za
tvorby Pd>* jontid! 140, | presto Pd-zeolity obsahujici PdO
klastry vykazovaly pokles aktivity SCR-NO_ methanem v di-
sledku zvy3ené oxidace methanu'*!1#? Klastry PdO byly rov-
néz prokdzany v zeolitech, vg/razne deaktivovanych v dusled-
ku piitomnosti vodni pary®

Pouze Pd-MFI s niz§im pomerem Si/Al (Si/Al = 15) byl
aktivni v pfitomnosti vodni pary®!. Naopak Pd-MFI s vy3sim
Si/Al (Si/Al = 50) ztratil aktivitu pfi redukci NO methanem
jiz v nepiitomnosti vodni pary®’a piitomnost vodni pary vedla
k ireverzibilni ztrdt& aktivity v prib&hu 7 h (cit.®). Katalyticka
aktivita Pd-MFI pro redukci NO methanem byla efektivné
zvySena pritomnosti Co, Rh, Ag, Ce a Fe (Cit.83’144’143. Pd-
-MOR byl aktivni*® pro SCR- NO, methanem v nepﬁtomnosti
vodni pary (30 h), avsak prltomnost vodni pdry a SO, zpliso-
bila ztrdtu prakticky veskeré aktivity 80,105

Aktivni centra byla nezdvisle na sobé urcena jak Ramano-
vou spektroskopii®™*!, tak chemisorpci NO spolu s kvantita-
tivni analyzou iontd Pd iontové vyménénych za ionty Na*
(cit.¥*%%. Zatimco izolované, iontové vyménéné ionty Pd by-
ly oznaceny za Cdstice nezbytné pro vysokou aktivitu reduk-
ce NO methanem v pfitomnosti vodn{ péry80’82’84’146’147, PdO
klalitéry byly oznaceny za pficinu nezddouci oxidace metha-
nu .

3.5. Ga- a In-MFI

Ga-MFI a In-MFI jsou aktivni a vysoce selektivni kataly-
zdtory pro SCR-NO, methanem™**83-8¢, pficemz vyssi aktivi-
ta redukce NO methanem, a to jak v neph’tomnosti%’%, tak
v pfitomnosti vodni{ pdry, byla popsana pro In-MFI (cit. 8397y,
Byl navrzen bifunk¢ni reakéni mechanismus, zahrnujici oxi-
daci NO na kyselych centrech zeolitu a redukci vzniklého NO,
na Ga nebo In centrech.

Byla navrzena dvé rozdilnd vysvétleni vlivu vodni pary na
katalytickou aktivitu redukce NO methanem na Ga- a In-MFI
predpokladaglcl negativni vliv vodni pary gak na oxidaci NO
na NO, (cit. %), tak na adsorpci methanu’’

Zvysem katalytické aktivity redukce NO methanem v pfi-
tomnosti vodni pary na In-MFI bylo dosazeno za ptitomnosti
Pt nebo Ir (cit.*'*). V piipadé IrIn-MFI bylo prokizino
zvyseni rychlosti oxidace NO (cit.'*’), tak i zvySeni mnozstvi
chemisorbovaného NO, naInO* centrech'*'*’. Byla navrzena
predstava, Ze molekuly NO difunduji do péri zeolitu, kde jsou
oxidovany kyslikem na Ir centrech, pti¢emz vzniklé molekuly
NO, se ndsledné adsorbuji na InO", kde probihd redukce
methanem.

3.6. Cu-zeolity

Cu-MFI vykazoval v nepfitomnosti vodni pdry relativné
vysokou katalytickou aktivitu redukce NO uhlovodiky C3,
avsak pritomnost vodni pary vedla k vysoké ztraté této aktivi-
ty”>? coz bylo pozorovéno také u dalich Cu-zeoliti''®, Za-
timco Zeohty s vys$si koncentraci kyselych center, tj. CuH-MFI
(cit."®) a CuH-FER (cit.'"), byly aktivngjsi pii redukci NO
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methanem v nepfitomnosti vodni pary, zeolitly s nizkou kon-
centraci kyselych center, tj. CuNa-MFI (cit."") a CuNa-MOR
(cit."™?), byly aktivn&jsi pfi redukci NO propanem v piitom-
nosti vodni pary.

Za pric¢inu deaktivace Cu-zeolitd v pfitomnosti vodni pary
byla oznacena preména izolovanjch Cu”* jontd na oxidové
&astice'® a dealuminace zeolitu'**, Cdstecné zvySeni stability
katalyzdtoru v pritomnosti vodn{ ;S)éry bylo pozorovano po
zavedeni La do matrice zeolitu'>*"°,

4. Zavér

SCR-NO, uhlovodiky se jevi jako nadéjny technologicky
proces pro odstranéni NO, z exhaldtd spalovacich procest.
Problémem vyuziti procesu SCR-NO, uhlovodiky je stdle
nizkd aktivita katalyzatoru za redlnych podminek a zejména
odolnost katalyzdtoru k pfitomnosti vodni pary. Katalyzatory
na bdzi Fe-zeolitli a Pt-zeolitd s relativné vysokou stabiln{
aktivitou v pritomnosti vodni pary vykazuji v produktech CO
a N,O. Jedinym katalyzatorem na bdzi zeolitu spliiujicim pod-
minky pro vedeni SCR-NO, procesu je Co-BEA katalyzdtor
s vyuZzitim propanu jako redukéniho ¢inidla.
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L. Capek and B. Wichterlova (Institute of Physical Che-
mistry, Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague):
Selective Catalytic Reduction of NO, with Hydrocarbons
on Zeolite Catalysts

Selective catalytic reduction of NO, with hydrocarbons
over metal zeolite catalysts, which is a new method for the
NO, emission control in atmosphere, has been described. Main
attention is given to the progress in the development of the
metal zeolite catalysts active in the presence of water vapor
like in real exhaust gases. General aspects and mechanism of
the reaction are also described. High and stable activity in the
selective catalytic reduction under real conditions of exhaust
gases is shown only by the Co-BEA catalyst developed by the
ENI and Osaka Gas companies. Although Fe and Pt zeolites
also show high activity in exhaust gases, they produce high
concentrations of undesirable CO and N,O. Nevertheless, due
to the complexity of the reduction of NO with hydrocarbons
to nitrogen, the structure and function of the active sites in
metal zeolites are not completely resolved and require further
studies.
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Nomenklatura a terminologie

NOMENKLATURA A TERMINOLOGIE

DOPORUCENI IUPAC
Terminology in Soil Sampling

The need to be understood is the first objective of writers
and speakers, be a poet or a scientist. But there is difference:
the scientist must be sure that, within a stated context, the terms
used in articles, publications or in the daily conversation
among colleagues, are intended by all in the same precise way,
without any possible ambiguity. As already pointed out by
IUPAC recommendation 1990 “Nomenclature for Sampling
in Analytical Chemistry”, itis not acceptable that scientists are
not able to orient themselves in a sampling or analytical
process. This can occur if the terms used are not well defined.
Moreover, to better appreciate the development of new theo-
ries or concepts, progressive update can be necessary. To this
end, on the basis of the existing terminology documents and
of the most recent knowledge in the field of soil sampling, an
updated terminology in sampling (specifically soil sampling)
is recommended.

Otiskujeme synopsi ndzvoslovného ndvrhu z oboru analyzy ptd,
ktery byl pfipraven divizi IUPAC pro analytickou chemii. Navrh je
nyni uréen k posouzeni a kritice chemické vefejnosti. Zajemci o blizs{
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informace ¢i o texty ndvrhi se mohou obratit na adresu Narodniho
sttediska IUPAC v Ceské republice:

Ing. Jaroslav Kahovec, CSc.

Ustav makromolekuldrni chemie AV CR

Heyrovského nam. 2

162 06 Praha 6

tel. 296 809 322, fax 296 809 410, e-mail: kah@imc.cas.cz

Ndvrh je téz vystaven na webové strance IUPAC na adrese
http://www.iupac.org/reports/provisional/abstract03/
fajgelj_301103.html

Pripominky k ndvrhu je tfeba zaslat do 30. listopadu 2003 na adresu:

Dr. Ales Fajgelj

International Atomic Energy Agency
Agency’s Laboratories Seibersdorf
Wagramer Strasse 5

A-1400 Seibersdorf, Austria

tel. +[43] 1 2600 28233

fax +[43] 1 2600 282221

e-mail: a.fajgelj@iaea.org
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Laboratorni pfistroje a postupy

LABORATORNI PRISTROJE A POSTUPY

STRIPPING VOLTAMPEROMETRICKE
STANOVENIE ANORGANICKY CH FORIEM
ANTIMONU V PRIRODNYCH VODACH

DARINA RURIKOVA a LENKA DZIACKOVA

Katedra analytickej chémie, Prirodovedeckd fakulta, Univer-
zita Komenského, Mlynskd dolina, 842 15 Bratislava, Sloven-
skd republika

e-mail: darina.rurikova @fns.uniba.sk

Doslo 16.11.02, prepracované 12.5.03, prijaté 29.5.03.

KTucové slova: stripping voltampérometria, antimén

Uvod

Antimén je kumulativny toxicky prvok, ktory sa v Zivot-
tracidch. Koncentricia celkového Sb vo vécsine prirodnych
vod sa pohybuje v rozmedzi 0,01-5 ug.1™', ale v priemyselnych
oblastiach a sopecnych zénach jeho koncentracia moze byt vy-
razne vysSia. Napriek toxicite Sb jeho monitorovanie v envi-
ronmentdlnych systémoch doneddvna nebolo bezné. Antimoén
sa nachddza v prirodnych vodach v r6znych chemickych for-
madch: v anorganickej ako zlic¢eniny Sb(IIl) a Sb(V) a v orga-
nickej forme ako rézne metylderivaty Sb'. Obsahy metyl zli-
¢enin Sb st na velmi nizkej koncentracnej vrovni (<0,01 ug.l’l),
preto Speciacnd analyza je spojend hlavne s diferencidciou
anorganickych foriem Sb(III) a Sb(V).

Nizky obsah Sb vo voddch vyzaduje vysoku citlivost
analytickych metdd, vyuZivanych na jeho stanovenie. Prehl'ad
metdd na stanovenie a Specidciu Sb vo vodéach je zhrnuty
v pracach 3. Toxické vlastnosti réznych foriem Sb sa liia,
toxicita Sb(III) je asi 10x vyssia ako toxicita Sb(V). Preto
analyticky postup musi byt schopny stanovit nielen celkovy
Sb na trovni ug.l™, ale aj rozne formy Sb, ktoré sa vyskytuju
v environmente. Tieto podmienky spiiiaji metédy elektroche-
mickej rozpustacej analyzy. Sb je najcastejSie nahromadeny
elektrochemickou redukciou na visiacej ortutovej kvapkovej
elektréde (HMDE)*™® Hg filmovej”"', Au'? a Au filmovej
elektrode'* ! Vyliceny kov sa potom rozpusta spit do rozto-
ku polarizédciou elektrédy ku 4pozitl’vnejél’m potencidlom za
voltampérometrickej kontroly* '’ galvanostaticky konstant-
nym prl’ldom]2 alebo chemickou oxiddciou'"'*!* Inou al-
tenativou je nahromadenie Sb chemickou interakciou s mo-
difikovanym povrchom pracovnej elektrédy. Khoo a Zhu
testovali elektrédu zo sklovitého uhlika modifikovanu pyro-
galolomlS. Po selektivnom nahromadeni stanovili Sb(I1I) me-
tédou diferenc¢ne pulzovej anodickej stripping voltampéro-
metrie (DPASV).
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Antimén mozZe byt stanoveny aj adsorptivnou stripping
voltampérometriou (AdSV). Viaceré komplexotvorné ¢inidld
boli navrhnuté na tento ucel. Capodaglio a spol.'® vyuzili na
stanovenie celkového Sb vo vodach jeho akumuldciu vo forme
komplexov s pyrokatecholom. Podla autorov Sb(IIT) a Sb(V)
moézu byt stanovené s rovnakou citlivostou. Wagner a spol.!”
navrhli 2,5-dichlor-3,6-dihydroxy-1,4-benzochinén (kyselinu
chloranilovi, CAA) ako komplexotvorné ¢inidlo na Specidciu
Sb v morskej vode. Obsah Sb(IIl) stanovili v 1.10™ mol.I™!
HCI priamo a celkovy Sb po oxidacii Sb(III) (UV resp. mi-
krovlnovou digesciou) ako Sb(V) pri pH 1. Specidciu dosiahli
vhodnou volbou prostredia a potencidlu depozicie.

Cielom predloZenej prace bolo porovnat voltampéromet-
rické techniky liSiace sa v sposobe nahromadovania analytu
(vo forme amalgdmu a komplexov s pyrokatecholom a CAA)
z hladiska stanovenia a $pecidcie anorganickych foriem Sb vo
vzorkdch prirodnych vod.

Experimentdlna ¢ast
Pristroje a zariadenia

Na voltampérometrické merania sme vyuzili polarografic-
ky analyzditor PA 4 s X-Y zapisovacom 4103 a statickou
ortutovou kvapkovou elektrédou SMDE 1 v méde HMDE
(Laboratorni piistroje, Praha). Referencnou elektrédou bola
Ag/AgCl elektréda (1 mol.I™! KCI) a pomocnou Pt elektréda.
Parametre merania: velkost kvapky 160 ms, doba depozicie
40-480 s, amplitida pulzu =50 mV, citlivost 5-10 nA.cm™,
rychlost polarizdcie 10mV.s™ pre ASV a50mV.s ™' pre AdSV,
Casova konstanta pamiti 100 ms. Rozpustaci krok sa sledoval
fast scan diferencne pulzovou technikou.

Merania pH sa uskuto¢nili na pH metri MS 11 (Laborator-
ni piistroje, Praha) s kombinovanou elektrédou sklend-argen-
tochloridova OP 0808 P (Radelkis, Budapesf).

Chemikdlie a roztoky

HCI (Lachema) bola ¢istend izotermickou destildciou. Py-
rokatechol (Lachema) bol cisteny rekrystalizaciou. Fulvéno-
vé kyseliny boli izolované z raseliny extrakénym cinidlom
0,01 mol.I™* Na,P,O,, pH 7. Huminové kyseliny boli referen-
¢ny materidl Fluka (M, 500-1000). Ostatné chemikdlie boli
Cistoty p.a. (Merck, Lachema, Sigma) a neboli dalej Cistené.
Voda bola deionizovand a dalej Cistend v Labconco Water Pro
PS systéme.

Standardny roztok Sb(III) 4.10~ mol.I"! sa pripravil roz-
pustenim 0,1166 g Sb,05 v 18 ml koncentrovanej HCI a zrie-
denim na objem 100 ml. Zdsobnym roztokom Sb(V) bol
referenény materidl 10-2—10 s obsahom Sb 1,000 g.I"' (SMU,
Bratislava). Standardné roztoky Sb niziich koncentracif
(2.10°24.10° mol.1I"" Sb(IIT) a 1 mg.I"! Sb(V)) sa pripravili
pred kazdou analyzou zriedenim zdsobnych roztokov. Rozto-
ky pyrokatecholu (0,1 mol.1™") a kyseliny chloranilovej (CAA)
(5.107 mol.I"™") sa pripravovali denne.
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Syntetickd voda so zndmym obsahom Sb a niektorych
interferentov sa pouZzila ako modelovd vzorka. Jej zloZenie
bolo: 0,294 g.I"! CaCl, . 2 H,0, 0,216 g.I"' NaCl, 0,086 g.I""
MgSO, . 7 H,0, 9,5 mg.I"' KCl, 7,3 mg.I"' (NH,),HPO,.

Vzorky

Analyzované vzorky boli podzemné vody z oblasti stred-
ného Slovenska, dodané Vyskumnym dstavom vodného hos-
poddrstva v Bratislave.

Pracovné postupy
Redukcia Sb(V) na Sb(IIl)

Modelové alebo redlne vzorky vod (2-7 ml) sa zmiesali
s koncentrovanou HCI v 25 ml skimavke tak, aby vysledna
koncentrdcia HCI v tomto roztoku bola 1 mol.I". Po pridani
kyseliny askorbovej (4 mg.ml™") sa skimavka ponorila do
vriaceho vodného kupela na 5 mintit. Po vychladnuti sa vzorka
zriedila na objem 10 ml a analyzovala.

Stanovenie Sb metodou ASV

Pri stanoveni Sb(III) sa do polarografickej nadobky odpi-
petovalo 1-10 ml modelovej resp. redlnej vzorky. Po zriedeni
na objem 10 ml sa pridala koncentrovand HCI v takom mnoz-
stve, aby jej vysledna koncentrécia bola 1 mol.I™.

Obsah Sb(V) a celkového Sb sa stanovili po redukcii
Sb(V) na Sb(III). Na jedno stanovenie sa pipetovalo 1-3 ml
zredukovanej vzorky, ktora sa zriedila 1 mol.I"' HCI na objem
10 ml.

Po odvzdusneni vzorky sa Sb(III) akumuloval pri poten-
cidli —0,2 V. Rozpusfaci pik Sb sa zaregistroval za podmienok
predtym uvedenych v rozsahu potencidlov —0,2 az—0,03 V na
zdklade oxiddcie nahromadeného kovu. Na stanovenie Sb sa
pouzila metdda Standardnych pridavkov, realizovand tromi
pridavkami (20-50 pl) 2.107® resp. 4.107 mol.1I"" Sb(III).

Stanovenie Sb metodou AdSV s vyuZitim komplexu
Sb(Ill)-pyrokatechol

Do mernej nddobky sa odpipetovalo 1-10 ml modelovej
alebo redlnej vzorky. Po zriedeni na objem 10 ml sa pridal 1 ml
tlmivého roztoku CH;COOH-CH,COONa o pH 5,5, 0,2 ml
0,025 mol.I"' EDTA a obsah Sb(III) sa stanovil podla postupu
dalej uvedeného.

Pri stanoveni Sb(V) v modelovych vzorkdch a celkového
Sb v redlnych vzorkdch sa Sb(V) zredukoval kyselinou askor-
bovou a na jedno stanovenie sa pipetovalo 1-3 ml upravenej
vzorky. K roztoku sa pridalo 0,2 ml 0,025 mol.I"' EDTA, pH
sa upravilo zriedenym roztokom NH, na hodnotu 5,5 a roztok
sa zriedil na objem 10 ml.

Po odvzdu$neni sa do meraného roztoku pridalo 100 pl
0,1 mol.I"" pyrokatecholu. Na stanovenie Sb(III) sa vyuzila
metdda diferen¢nej pulzovej voltampérometrie (DPV) v obo-
hatenom roztoku. Sb(III) sa akumuloval vo forme amalgdmu
pri potencidli —1,0 V. Po skokovej zmene potencidlu z—1,0 na
—0,1 V sapo 20 s zaregistroval rozpustaci pik Sb(IIl) v rozsahu
potencidlov —0,1 az —1,0 V na zdklade redukcie naadsorbova-
ného komplexu. Kvantifikdcia Sb sa uskutocnila metédou
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Standardnych pridavkov, realizovanou tromi Standardnymi pri-
davkami (10-50 pl) 2.10°°4.107° mol.1"" Sb(II).

Stanovenie Sb metodou AdSV s vyuZitim komplexu
Sb(1l1)-CAA

Pri stanoveni Sb(III) sa do mernej nddobky odpipetovalo
1-10 ml modelovej alebo redlnej vzorky. Po zriedeni na
objem 10 ml a dprave roztoku zriedenou HCI na pH 3 sa
pridalo 0,1 ml1 5.10 mol.I"' CAA. V odvzdu$nenom roztoku
sa Sb(IIT) nahromadoval na HMDE adsorpciou vo forme
komplexu s CAA pri potencidli —0,15 V. Rozpustaci pik
Sb(III) sa zaznamenal v rozsahu potencidlov 0,15 az 0,7 V
na zdklade redukcie naadsorbovaného komplexu. Sb(IIl) sa
stanovil metédou Standardnych pridavkov.

Pri stanoveni Sb(V) v modelovej vzorke a celkového Sb
v redlnej vzorke sa do mernej nddobky pipetovalo 1-3 ml
zredukovanej vzorky. pH vzorky sa upravilo na hodnotu 3
zriedenym roztokom NHj; a po zriedeni na objem 10 ml a pri-
dani 0,1 ml 5.10 mol.I”' CAA sa uskuto¢nilo stanovenie
SbII).

Vysledky a diskusia
Anodickd stripping voltampérometria

Najvhodnejsim zakladnym elektrolytom na stanovenie Sb
metodou ASV je prostredie HCl. Obe redoxné formy Sb sa
liSia svojimi elektrochemickymi vlastnostami. Sb(III) ddva
signdl v Sirokom koncentracnom rozmedzi tejto kyseliny.
Najvyssi, prakticky sa nemeniaci signdl ddva v prostredi 0,1—
2 mol.I"' HCI. Koncentrécia HCI ovplyviiuje aj $irku a poten-
cidl piku. So vzrastajicou koncentrdciou HCl sa zmenSuje
Sirka piku a potencidl piku sa postiva k negativnej$im hodno-
tdm. Zdavislost I, = fity) je linedrna v testovanom rozsahu
40-840 s, ¢o je vyhodné najmé pre stanovenie velmi nizkych
obsahov Sb(III).

Sb(V) je vo vicsine zdkladnych elektrolytov inaktivny,
redukuje sa az v silne kyslom lprostredl’. Signal Sb(V) sa
objavuje az pri ¢c(HCl) > 1 mol.I"”", maximélnu hodnotu dosa-
huje pri ¢(HCI) = 3 mol.I"" a potom opit klesd. Z tohto
rozdielneho elektrochemického chovania Sb(III) a Sb(V) vy-
plyva, Ze vhodnou volbou acidity prostredia je mozné obe
formy rozlisit. Pri ¢(HCI) < 1 mol.I"! len Sb(II) sa redukuje
na Sb(0) a rozpustaci signdl v tomto prostredi je timerny
koncentracii Sb(III). Pri vys$sich koncentraciach HCI st elek-
troaktivne obe formy. Pretoze smernice kalibra¢nych kriviek
Sb(III) a Sb(V) st rozdielne (smernica Sb(III) v 3 mol.I"" HC1
je dvojndsobkom smernice Sb(V)), celkovy Sb sa dd stanovit
po premene Sb na jednu formu, bud redukciou na Sb(III) alebo
oxidaciou na Sb(V). Citlivost stanovenia Sb vo forme Sb(III)
je niekolkondsobne vys§ia, preto v nasej préci pri stanoveni
celkového Sb sme preferovali redukénd preddpravu vzorky.

Linearita kalibracnej zdvislosti Sb(III) bola testovand pre
t;=40-360 s v koncentratnom rozmedzi 0-10 ugl ™l V pro-
stredi 1 mol.I"' HCI za podmienok uvedenych v experimental-
nej Casti zdvislost I, =f(c(Sb)) pre Casy depozicie 40 s a 120 s
bola linedrna v celom testovanom rozsahu, pre ¢asy depozicie
240 s a 360 s v intervale 0-8 pg.l™. Linedrne Gasti tychto
zavislosti s korela¢nymi koeficientmi 0,9990-0,9997 su cha-
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rakterizované citlivostami: 3,5; 8,7; 17,4; 24,8 nA.l.ug’l. De-
tek&ny limit pre Sb(III) sazmenil z 0,3 ug.1™' pre 40 s depoziciu
na 0,05 ug.l’l pre 360 s depoziciu.

Adsorptivna stripping
voltampérometria

Na stanovenie Sb sme vyuZili aj akumuldciu Sb adsorpciou
vo forme komplexov s komplexotvornymi ¢inidlami pyroka-
techol a kyselina chloranilova.

Optimalizdcia experimentdlnych podmienok (koncentra-
cia pyrokatecholu, pH, E;, rychlost polarizdcie) pre stanovenie
Sb(IIl) metédou AdSV na zdklade komplexu s pyrokatecho-
lom bola prezentovan v praci'®. Adsorpcia komplexu Sb(IIT)—
pyrokatechol na HMDE je kontrolovana koncentraciou pyro-
katecholu a hodnotou pH. Komplex sa vytvdra pri pH > 3
a v intervale pH 4-6,5 sa signdl prakticky nemeni. Optimdlna
koncentrécia pyrokatecholu bola 5.10™-1.107 mol.1™", kedy
sa dosiahol maximdlny signdl.

AdSV moze byt realizovand technikou katodickej strip-
ping voltampérometrie (CSV) a DPV v elektrochemicky obo-
hatenom roztoku. Ako vidiet z obr. 1 technika DPV v oboha-
tenom roztoku je vhodnejSia najmé pre stanovenia velmi
nizkych koncentracii Sb(IIl) a preto sa aplikovala vo vsetkych
dalsich meraniach. Princip tejto metddy je nasledujiici: Sb(III)
sa najprv nahromadi elektroredukciou vo forme amalgdmu pri
E;=-1,0 V. Po skokovej zmene potencidlu na—0,1 V anodic-
kym rozpustanim Sb(0) N Sb(III) déjde k obohateniu
roztoku v blizkom okoli Hg kvapky Sb(III) a sicasne k naad-
sorbovaniu komplexu Sb(IIl)-pyrokatechol. Ndslednym kato-
dickym strippovanim v dosledku redukcie centrdlneho atému
naadsorbovaného komplexu vznikne pridovy signdl, ktory sa
vyuziva na kvantifikaciu Sb(IIl). Potencidl piku je funkciou
pH a polarizac¢nej rychlosti. So vzrastajicim pH a polarizac-
nou rychlostou sa posiva k negativnejsim hodnotdm. Pri
polarizagnej rychlosti 50 mV.s™' zmena pH z 5 na 6 spdsobi
posun E; 2 -0,58 V na -0,64 V. Zavislost E, vs. pH je medzi
pH 3,5 az 7,0 linedarna so smernicou 60,2 mV})pH ¢o potvrdzuje
ucast protonov na redukcii akumulovaného komplexu Sb(IIT)—
pyrokatechol. Polarizacnd rychlost vyrazne ovplyviiuje aj vys-
ku piku Sb(III). Najvyssi nedeformovany signal sa ziskal pri
polarizacnej rychlosti 50 mV.s™". Pri nizkych koncentracidch
Sb(III) (<6 ng.1™) sa vyska piku zvySovala linedrne s depozié-
nym casom do #; = 240 s. Zavislost I, = f(ty pri vyssich
koncentraciach bola nelinedrna a dosiahla platé pri 240-360 s.

Zapodmienok uvedenych v experimentdlnej Casti linearita
zavislosti I = f(c(Sb)) sa testovala Standardnymi pridavkami
Sb(IIl) do zdkladného elektrolytu v koncentranom rozsahu
0-10 pg.1I"". Pre 40 s depoziciu zdvislost bola linedrna v celom
testovanom rozsahu, pre ¢as depozicie 120 s a240 s v intervale
0-7 ug.l’l‘ Linedrne Casti tychto zdvislosti su charakterizované
citlivostami: 3,6; 7,2; a 12,0 nA.lug™" (korelaéné koeficienty
0,9991, 0,9996 a 0,9995). Detekéné limity su 0,3 ug.l’l pre
40 s depoziciu a 0,15 ug.I"! pre 240 s depoziciu.

Z nasich $tidii v protirecen s literatiirou'® vyplyva, Ze pri
AdSV stanoveni Sb na zdklade komplexu s pyrokatecholom
len Sb(I1I) je elektroaktivnou formou Sb, ¢o umoziuje rozlisit
obe redoxné formy Sb. Sb(V) neposkytuje ziadny signdl,
potvrdzuji to aj vysledky stanoveni Sb(IIl) za pritomnosti
Sb(V) v modelovych vzorkdch (tabulka I). V analyzovanych
vzorkdch sa koncentracia Sb(IIl) stanovila priamo. Koncen-
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Obr. 1. Voltampérogramy Sb(III) zaznamenané DPCSV (a) a DPV
(b) v obohatenom roztoku pri réoznych ¢asoch depozicie; ¢(Sb) =
2.4 ug.lﬁl; E,=-0,2V pre DPCSV; 1, 2, 3 a4 — ¢as depozicie 40, 120,
240 a 360 s

Tabulka I
Vysledky stanovenia Sb v modelovych vzorkdach metédou
AdSV na zdklade komplexu s pyrokatecholom

a

Koncentricia® Sb [ug.1™'] <

X
pripravena stanovend (%]
Sb(III) Sb(V) Sb(III) Sb(V)

5.5 13,9 5,3+0,4 - 2,7
5.5 20,8 5,4+0,2 - 1,3
4,9 - 4,8+0,7 - 5,7
2,8 100,0 2,9+0,2 - 2,1
2,4 - 2,4+0,2 - 3,1
1,4 5,6 1,3+0,1 - 34
0,46 - 0,42+0,04 - 5,4
0,46 0,46 0,44+0,03 - 2,4
- 14,8 - 13,9+0,7 2,2
- 5,6 - 5,6£0,6 4,3
- 4,6 - 4,5+0,3 3,6
- 23 - 2,2+0,1 2,3
2,9 - 2,8+0,2 - 2,5
2,9¢ - 2,8+0,2 - 2,9
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“Pre n = 6-10, ° ¢(Cu) = 153 pg.I™!, ¢ ¢(Cu) = 1271 pg.1!

tracia Sb(V) sa urc¢i od¢itanim koncentracie Sb(III) od celko-
vej koncentrdcie Sb stanovenej po redukcii Sb(V) na Sb(IIl).
Pri pouziti kyseliny chloranilovej ako komplexotvorného ¢i-
nidla AdSV signal poskytuji obe redoxné formy Sb. Hlavné
chemické parametre, ktoré ovplyviiuji adsorpciu komplexov
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si koncentracia CAA a pH. Vplyv pH a E; na vySku piku
Sb(IIl) pri konStantnej koncentrdcii CAA su zndzornené na
obr. 2. Z tejto zavislosti vyplyva, Ze optimdlne prostredie pre
tvorbu komplexu Sb(III)-CAA je pH 3 a najvyssi signdl sa
ziska pri E; =0 az —0,2 V. Zavislost vysky piku od meniacej
sa koncentrécie CAA pri pH 3 dosahuje platé pri koncentracii
5.10 mol.I"}, ktord umoziuje stanovit Sb(IIT) s maximdlnou
citlivostou. S rasticim pH a rychlosfou polarizicie sa E,
posuva katodicky. Zavislost E, vs. pH pri polarizacnej rych—
losti 50 mV.s ™ je linedrna so smermcou 71 mV/pH v intervale
pH 2-5. Polarizacnd rychlost vyrazne ovplyviluje aj vysku
piku Sb(III). Najvyssi nedeformovany signdl sa ziskal pri
polarizagnej rychlosti 50 mV.s™..

Zavislost vysky piku od ¢asu depozicie sa sledovala v in-
tervale t, = 40-480 s. Signal Sb(III) pri c = 4,9 ug.I™" dosiahol
maximdlnu hodnotu pri 7, =240 s, potom klesal. ZvySenie Casu
depozicie zo 120 s na 240 s spdsobilo len maly ndrast piku,
preto pre vicsinu stanoveni sa vyuZil ¢as depozicie 120 s.

Za optimdlnych podmienok uvedenych v experimentdlnej
Casti sa testovala linearita zdvislosti /_ = (¢(Sb)) Standardnymi
pridavkami Sb(IIl) do zdkladného elpektrolytu o pH 3 v kon-
centratnom rozsahu 0-10 pg.l”'. Kalibracné zavislosti boli
namerané pre tri ¢asy depozicie: 40; 120 a 240 s. Linedrne
Casti tychto zdvislosti su charakterizované citlivostami: 7,5;
17,6 a 18,9 nA.l.},Lg"1 (korelacné koeficienty 0,9995, 0,9987,
0,9992). So zvysujtcim sa casom depozicie klesd koncentrac-
ny interval, v ktorom je kalibra¢nd zavislost linedrna. Pri ¢, =
40 s je linedrna v celom testovanom rozsahu. Pri 7, = 120
a 240 s k zakriveniu tejto zdvislosti dochddza nad koncentrd-
ciami 4,0 ug.I™! resp. 2,0 ug.I™". Detekéné limity si 0,2 pg.1™
pre 40 s a 0,05 pg.1"! pre 240 s depoziciu.

Optimdlne prostredie pre stanovenie Sb(V) na zdklade
komplexu Sb(V)-CAA je 2.10°-4.10 mol.1"' HCL. Pri pH 1,
ktoré odporuicajui autori praice”, sa piky Sb(V) a Cu(lIl) pre-
kryvaji a vysledky stanoveni st ovplyvnené pritomnostou
Cu(Il). Na stanovenie Sb(V) je vhodnejsia DPV v obohatenom
roztoku. Sb(V) sa nahromaduje pri £, =-0,5 V a rozpustanie
sa sleduje v intervale —0,04 az —0,5 V. AdSV signdl Sb(V)
je silne ovplyvneny pritomnostou Sb(III). Potencidly pikov
Sb(III) a Sb(V) sa len velmi mdlo 1iSia a pik Sb(III) je 4x vyssi
ako pik Sb(V) pri tej istej koncentracii. Preto ani pri tejto
metdde nie je mozné stanovit Sb(V) priamo, ale len z rozdielu
koncentracii celkového Sb a Sb(IIl). Celkovy Sb je mozné
stanovif po redukénej alebo oxidacnej prediprave ako Sb(III)
alebo Sb(V). Nevyhodou stanovenia celkového Sb na zdklade
signdlu Sb(V) je Casovd zdvislost signdlu, vyssi detek¢ny limit,
interferencia Cu(Il). Preto celkovy Sb v analyzovanych vzor-
kach sme stanovili po chemickej redukcii ako Sb(III) tak ako
pri predchddzajucich voltampérometrickych technikdch.

Analyza modelovych vzoriek

Sprdvnost a presnost stanovenia anorganickych foriem Sb
sa testovala analyzou modelovych vzoriek s rdznou koncen-
traciou Sb(III) a Sb(V), pretoze referencné materidly s certifi-
kovanymi hodnotami Sb(III) a Sb(V) neboli dostupné. Ako
modelovu vzorku sme pouzili umeld rie¢nu vodu, pripravent
podla prace'® s koncentrdciou Sb v rozmedzi 0,5-25 pg.1™".
Dosiahnuté vysledky analyz modelovych vzoriek zhrnuté v ta-
bulkdch I-III sd v dobrej zhode s oakdvanymi hodnotami.
Sb(III) sa stanovil priamo, Sb(V) resp. celkovy Sb po trans-
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Obr. 2. Zavislost vysky piku Sb(III) od pH pre AdSV pri roznych
potencidloch depozicie; c¢(Sb) =2,4 ugl c(CAA) =5. 10° mol.I™};
¢as depozicie 120 s; potencidl depozicie: 0 15 (®); 0,1 (O); 0 (l),
-0,1(0); -0,15 (A); 0.2 (®)V

formadcii Sb(V) na Sb(IIT) chemickou redukciou. Z viacerych
redukénych cinidiel bola vybrana kyselina askorbovd. Pri
volbe experimentalnych podmienok sme vychadzali z prace’.
Ucinnost redukcie zavisi od viacerych faktorov: acidity pro-
stredia, koncentracie redukéného ¢inidla, teploty a ¢asu. Mnoz-
stvo kyseliny askorbovej, potrebné na tplnu redukciu, zavisi
od koncentracie HCI. V zriedenejsich roztokoch HCI koncen-
tracia redukéného Cinidla musi byt vyssia. V prostredi 1 mol.1™!
HCI pri koncentrcii kyseliny askorbovej ¢ > 2 mg.ml™! a tep-
lote 100 °C sa kvantitativna redukcia dosiahla v priebehu
5 min. Vytazky redukcie 25-400 ng Sb(V) sa pohybovali
v rozmedzi 91,3-106,0 %.

Tabulka II
Vysledky stanovenia Sb v modelovych vzorkdach metédou
ASV

Koncentracia® Sb [pg.1™'] 5. ¢(FK)°
pripravend stanovena [%] [mg.l_l]
Sb(II) Sb(V) Sb(I1I) Sb(V) Sb(Il) Sb(V)

4.3 - 3,9+0,4 - 4,2 - -
21 - 2,10,3 - 51 - -
1,0 - 1,0+0,2 - 6,9 - -
0,65 - 0,7+0,08 - 5,0 - -
0,1 - 0,11+0,03 - 9,2 - -
43 - 4,7+0,7 - 54 - 2,1
4,3 - 4,5+0,6 - 4.4 - 5,3
43 - 3,4+0,5 - 5,3 - 10,6
4, 9° - 4,740,2 - L5 - -
4, o _ 4,5+0,2 - 1,4 - -

- 25 - 22,9+1,4 - 2,2 -

- 10 - 9,8+1,0 - 43 -

- 5 - 4,9+0,5 - 4,3 -

- 1 - 1,2+0,1 - 3,5 -
4,9 0,5 4,7+0,5 - 4,4 - -
0,5 15,0 0,55+0,04 - 2,4 - -
0,5 100,0 0,59+0,03 - 1,5 - -
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Pre n=5-8, "FK —fulvokyseliny, “ c(Cu) =25,4 ug.1"", % ¢(Cu)
=127,1 pg1™
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Tabulka III
Vysledky stanovenia Sb v modelovych vzorkdch metédou
AdSV na zdklade komplexu s CAA

Koncentrécia® Sb [ug.1™] Sz
pripravend stanovend [%]
Sb(III) Sb(V) Sb(III) Sb(V)

4,9 - 4,9+0,3 - 2,9
1,95 - 1,80+0,19 - 4,4
0,97 - 0,94+0,06 - 2,5
0,49 - 0,5+0,03 - 2,4
0,24 - 0,23+0,03 - 5,9
1,95* - 1,95+0,10 - 2,0
1,95¢ - 1,91+0,04 - 0,9
1,95 20,0 1,98+0,14 - 2,8
1,95 100,0 2,06+0,13 - 2,6
1,95 195,0 2,82+0,1 - 2,8
- 25,0 - 25,2+1,8 2,8
- 10,0 - 9,7+0,6 2,4
- 5,0 - 5,0+0,2 1,6

“Pre n = 6-8,° ¢(Cu) = 104,4 pg.1™", € ¢(Cu) = 978,5 ug.I™!

Z prezentovanych vysledkov vyplyva, ze AdSV je mozné
stanovit koncentracie Sb(III) ¢ > 0,5 ug.I™" resp. 0,2 ug.I™" pri
vyuziti pyrokatecholu resp. kyseliny chloranilovej ako kom-
plexotvorného ¢inidla. Niz$ie koncentrécie sa daju stanoviflen
ASV. Pri stanoveni Sb(V) resp. celkového Sb vo forme Sb(III)
metédou AdSV nie je mozné stanovit ¢(Sb) < 2 ug.l™" bez
prekoncentracie. ZvySenim iénovej sily vzoriek pridanim HCI,
potrebnej ako prostredie pre redukciu, sa vyrazne zvysi de-
tekény limit. Pre nizsie koncentracie celkového Sb je preto
vhodnejsSia metéda ASV.

Interferencie

Pri aplikdcii analytickej metédy na prirodné vody je po-
trebné poznat vplyvy anorganickych a organickych interferen-
tov, ktoré mozu byt pritomné vo vzorkdch. Potencidlnym
anorganickym interferentom pri stanoveni Sb v prirodnych
voddach metédou ASV je Cu(ll), ktord je elektroaktivna v tej
istej potencidlovej oblasti. Na rozliSenie Sb(IIl) a Cu(Il) sa
mdzZe vyuZzif rozna stabilita ich chlorokomplexov. So zvySo-
vanim koncentracie HCI sa potencidly pikov Sb(IIl) a Cu(II)
postvaju k negativnejsim hodnotdm, priCom posun Ep(Cu)
je vyraznej$i (obr. 3). Zmena koncentrdcie HCl z 0,1 na
2,1 mol.I"! spdsobi 150 mV posun E (Cu) alelen 25 mV posun
E (Sb). Vyrazny posun E (Cu) s koncentracmu HCl sposobuje
zmenu poradia pikov Sb(II) a Cu(Il). Pri ¢(HCI) 20,35 mol.1” !
sa Sb(III) ochotnejsie redukuje ako Cu(Il). Tdto skutocnost
umoziuje vhodnou volbou E; mlnlmahzovat interferenciu
Cu(IIl). Koncentracia HCI c(HCl) > 1 mol.I"! je vhodnym
prostredim na stanovenie Sb za pritomnosti Cu(Il). V prostredi
1 mol.I"' HCI (vhodnom pre selektivne stanovenie Sb(III) pri
E;=-0,2 V), moze byt tolerovana 25 ndsobne vys§ia hmot-
nostnd koncentrdcia Cu(Il). Vyssie koncentracie HCI, ktoré
mdzeme aplikovat na stanovenie celkového Sb, umoziuju sta-
novenia Sb(III) za pritomnosti este vysSieho nadbytku Cu(II)
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Obr. 3. Vplyv koncentracie HCI na potencml pikov Sb(III) (®)
a Cu(II) (O) pre DPASV; ¢(Sb) = 2.4 pg.I™"; ¢(Cu) = 3,2 ug.I™"; cas
depozicie 120 s; potencidl depozicie 0,3 V

(napr. pri molovom pomere n(Cu)/n(Sb) < 200 v prostredi
1,5 mol.I"" HCI). Elimindciu interferencie Cu(II) ulahcuje aj
td skutocnost, Ze Cu(Il) na rozdiel od Sb(III) ddva v prostredi
HCl nizky a Siroky pik v dosledku 1 elektrénového strippova-
cieho procesu, ktory sa zvySovanim koncentracie HCI vyrazne
zniZuje. Pri zmene koncentrdcie HC1 z 0,5 na 1,8 mol.I”! pik
Cu(Il) klesne o 80 %, kym vyska piku Sb(III) zostdva tak-
mer nezmenend. Moznost stanovenia Sb(III) za pritomnosti
Cu(Il) pri vhodne zvolenych experimentdlnych podmienkach
(c(HCI), E,) metédou ASV potvrdzuju aj analyzy modelovych
vzoriek (tabulka II).

Pri stanoveni Sb(III) metédou AdSV Cu(Il) neinterferuje.
Sb(III) sa dd stanovif aj za pritomnosti vysokého nadbytku
Cu(I) (2-3 poriadky). Sved¢ia o tom aj vysledky analyz
modelovych vzoriek (tabulka I, IIT). Pri AdSV vyuZivajtcej
komplex Sb(III)—pyrokatechol za pritomnosti vysokého nad-
bytku Cu(Il) nie je vhodné priddvat EDTA, pretoze pik Cu(II)
sa posuva k negativnej$im potencidlom a moze dojst k pre-
krytiu piku Sb(IIl). Pri AdSV stanoveni Sb potencidlnymi
interferentami sud kovové idny, ktoré vytvaraji s danym kom-
plexotvornym ¢inidlom komplexy adsorbujice sa na HMDE
alebo poskytuju katodické piky v tej istej potencidlovej oblas-
ti. V pripade AdSV vyuZzivajicej komplex Sb(III) s kyselinou
chloranilovou takymito interferentami si Pb(Il) a Sb(V). Pb(Il)
ovplyvituje signal Sb(IIl) aZ pri ¢ > 20 pg.l™". Interferenciu
Pb(II) nie je mozné eliminovat pridanim EDTA. Za pritom-
nosti EDTA komplex Sb(III)-CAA nevznika. Prirodzeny ob-
sah Pb(II) v prirodnych vodéch je v§ak vyrazne nizsi. Detek-
¢ny limit Sb(V) za podmienok optimdlnych pre stanovenie
Sb(III) je asi o 2 poriadky vyssi. Jeho interferencia sa prejavi
az pri pomere c(Sb(V))/c(Sb(IIT)) = 100. Preto pri analyze
vzoriek s vysokym nadbytkom Sb(V) vzhladom k Sb(III) treba
pocitat s jeho interferenciou. Potvrdzuju to aj vysledky ana-
lyz modelovych vzoriek s koncentracmu Sb(II) 1,95 pg.l” !
a Sb(V) v intervale 20-200 ug. 1. Kyselina chloranilova bola
vyuzitd ako komplexotvorné ¢inidlo a_; na stanovenie Mo, V,
W a U metédou AdSV. Podla autorov'’ stanovenie Sb nemoze
byt ovplyvnené tymito prvkami pre ich vyrazne rozdielne
akumulacné a rozpustacie potencidly.

NajvaznejSim potencidlnym interferentom pri stanoveni
Sb(III) na zdklade komplexu s pyrokatecholom je Cd(II). DPV
signdl Cd(II) sa objavi pri ¢ > 5 ug.I™". V prirodnych voddch
Cd(II) je viacsinou na nizSej koncentracnej urovni, aby sa
prejavila interferencia. Vplyv vyssich koncentracii Cd(II) mo-



Chem. Listy 97, 1017 — 1023 (2003)

Ze byt eliminovany pridavkom EDTA. S pyrokatecholom
vytvdrajui komplexy aj Fe, V a U. PretoZe netvoria amalgamy,
ich interferencia je zniZend pouzitim potencidlu depozicie
—-1,0 V, ktory je negativnejsi ako potencidl redukcie ich kom-
plexov”’.

Redlne vzorky vod obsahuji popri anorganickych zloz-
kich aj organické najmi vo forme huminovych ldtok, ktoré
adsorpciou na povrch Hg elektrédy nepriaznivo ovplyviuji
signdl analytu, pripadne viazu kovové iény do inaktivnych
komplexov. Hlavnou frakciou huminovych latok v prirodnych
vodach (40-85 %) su fulvénové kyseliny. Vyraznejsi pokles
signdlu je pozorovany pri AdSV technikdch. Koncentricia
fulvénovych kyselin 5 mg.1"! sposobi 75 % znizenie piku pri
AdSV a 30 % pri ASV. Pokles ASV signdlu Sb(III) na polo-
vinu nastal az pri koncentrécii fulvénovych kyselin 20 mg.1™".
Vplyv huminovych kyselin na voltampérometricky signal Sb(III)
je eSte vyraznej$i. Za pritomnosti huminovych kyselin a ful-
vénovych kyselin vhodnej$im potencidlom pre nahromadenie
Sb(I1I) adsorpciou vo forme komplexu Sb(III)-CAA je poten-
cidl 0,1 V. Za tychto podmienok signdl klesd, ale nie je
deformovany. Pri E;=-0,15 V (odporti¢any ako optimalny)
pik Sb(II) sa deformuje, ¢o zhorSuje jeho vyhodnotenie.

Z uvedenych vysledkov vyplyva, Ze ASV stanovenie Sb(III)
je najmenej ovplyvnené pritomnostou fulvénovych a humino-
vych kyselin. Moznost stanovenia Sb(III) metédou Standard-
nych pridavkov sa testovala zostrojenim kalibrac¢nych kriviek
pri roznych koncentracidch fulvokyselin (obr. 4.) Z kalibrac-
nych zdvislosti vyplyva, Zze Sb(IIl) mozZe byt stanoveny touto
metddou vo vicsine prirodnych vod priamo bez predupravy,
hoci s nizSou citlivostou. Potvrdzuji to aj vysledky analyz
modelovych vzoriek s obsahom fulvokyselin mens$im ako
10 mg.I"" (tabulka II).

Pri stanoveni celkového Sb je mozné huminové latky
odstranit destrukciou UV Ziarenim alebo zahrievanim mine-
ralnymi kyselinami. Tento postup nie je mozné vyuZzif pri
$pecidcii Sb, pretoze narusuje prirodzenu distribiciu Sb medzi
dve redoxné formy Sb(IIT) a Sb(V). Vo vzorkdch podzemnych
vdd je obsah huminovych ldtok velmi nizky a pri metdde
Standardnych pridavkov ich interferencia je zanedbatelna.

Analyza prirodnych vod

Stripping voltampérometrické techniky sa aplikovali na
analyzu 8 vzoriek podzemnych vod z oblasti stredného Slo-
venska. Sb(IIl) v analyzovanych vzorkach sa stanovil met6-
dou ASV priamo po pridani HCI v takom mnozZstve, aby jej
vysledna koncentracia bola 1 mol.I"". Koncentracia Sb(Il)
bola vyhodnotend metédou Standardnych pridavkov. Koncen-
tracie Sb(IIT) boli velmi nizke, pohybovali sa pod 0,2 ug.l’l.
Vynimkou bola vzorka SV, v ktorej bol Sb(IIl) stanoveny aj
AdSV za pritomnosti pyrokatecholu (18,7+1,5 ug.l’l). Kon-
centrdcia Sb(III) v ostatnych vzorkach bola pod medzou sta-
novenia metéd AdSV. Zo ziskanych vysledkov zhrnutych
v tabulke IV vyplyva, Ze presnost stanoveni Sb(III) metédou
ASYV na takejto nizkej koncentracnej irovni je dobrd. Relativ-
ne Standardné odchylky priemeru 5-10 stanoveni kazdej vzor-
ky sa pohybuju v intervale 4-9 %.

Celkovy obsah Sb v prirodnych vodéch sa stanovil po
redukcii Sb(V) na Sb(III) kyselinou askorbovou (v prostred{
1 mol.I"' HCI pri teplote 100 °C). Vysledky dosiahnuté met6-
dami ASV a AdSV st zhrnuté v tabulke V a predstavuji dobru
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Obr. 4. Kalibra¢né krivky Sbh(III) pre DPASV pri réznych kon-
centraciach fulvénovych kyselin; ¢(HCI) = 1 mol.I”; potencidl de-
pozicie —0,2 V; ¢as depozicie 120 s; ¢(FK): 0 (®); 2,7 (O); 5,3 (W);
16 (O) ug1™

Tabulka IV
Vysledky stanovenia Sb(IIl) v prirodnych vodiach metédou
ASV

1022

Vzorka Koncentrdcia Sb* sz
[ug1™] [%] [%]
SV 20,6+2,3 4,2
B-1 0,150,03 8.5
B-2 - -

KL 0,11+0,02 8,2
LP 0,10+0,02 8,1
IS 0,18+0,03 5,4
DK 0,10+0,03 8,9
NT - -

Pre n=5-10

zhodu. Zhodnost vysledkov stripping voltampérometrickych
technik bola testovand Studentovym testom na danom pocte
analyzovanych vzoriek. Rozdiely neboli $tatisticky vyznamné
a mozu byt vysvetlené ndhodnymi chybami. Koncentrdcia
celkového Sb v analyzovanych vzorkéch sa pohybovala v Si-
rokom koncentraénom rozmedzi od 0,3 po 100 pug.1”". Presnost
stanoveni je dobrd, relativne Standardné odchylky neprekrocili
8 %. Vysledky dosiahnuté stripping voltampérometrickymi
technikami boli porovnané s vysledkami ziskanymi v labora-
toriu spektralnych metdd nezdvislou metédou atémovej ab-
sorpcnej spektrometrie s generdciou hydridov (HGAAS). Na
testovanie zhodnosti vysledkov bola vyuzitd Youdenova me-
téda (a = -0,2274; b = 0,9675; r = 0,9995). Z porovnania
vysledkov v tabulkdch IV a V vyplyva, Ze prevlddajiicou
formou Sb v analyzovanych vzorkdch podzemnych vod bol
Sb(V), tvoril viac ako 98 % z celkového Sb s vynimkou
vzorky SV.

Zaver

V predlozZenej praci boli porovnané stripping voltampéro-
metrické metddy s réznym spdsobom nahromadenia Sb na
HMDE z hladiska stanovenia anorganickych foriem Sb v pri-
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Tabulka V
Vysledky stanovenia celkového Sb v prirodnych vodach
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Vzorka ASV AdSV-CAA® AdSV-Py® HGAAS
<(Sb) 5e c(Sb) 5y ¢(Sb) 5 c(Sb)
[ue™] [%] [uel™] [%] [ue™] [%] [ne™]
Sv 98,7+5,1 2,1 99,9+5,8 2.4 96,2+5,8 2,5 -
B-1 65,6+4,0 2,6 66,4+2.4 1,5 68,1+4,3 2,7 68,7
B-2 33,3+1,6 2,0 33,5+1,3 1,7 32,0+1,6 2,1 34,4
LP 31,324 3,3 33,1+2.4 3,2 32,2+4.4 5,8 34,1
KL 23,323 4,1 23,4+1,4 2.4 21,4+1,4 2,8 23,0
JS 6,74+0,48 3,0 6,76+0,76 4,6 5,84+0,66 4,6 7,24
NT 0,72+0,48 5.4 - — - - 0,68
DK 0,33+0,06 7,2 - - - - -

* AdSV komplexu s kyselinou chloranilovou, ® AdSV komplexu s pyrokatecholom

rodnych vodach. Rozdielne elektrochemické vlastnosti Sb(III)
a Sb(V) umoziiuju ich $pecidciu. Sb(III) sa stanovil priamo,
celkovy Sb po transformdcii Sb(V) na Sb(III) redukciou s ky-
selinou askorbovou pri 100 °C v prostredi 1 mol.I"" HCI.
Sb(III) sa akumuloval na HMDE elektroredukciou vo forme
amalgamu (ASV) alebo adsorpciou vo forme komplexov s py-
rokatecholom a kyselinou chloranilovou (AdSV). Na testova-
nie analytickych postupov sa pouZili vzorky umelej riecnej
vody so zndmou koncentrdciou Sb(III) a Sb(V). Vypracovany
postup sa aplikoval na stanovenie stopovych koncentrécii
Sb(II) a celkového Sb vo vzorkdch podzemnych vod. Vyho-
dou ASV oproti AdSV technikdm je nizs$i detekény limit
amensi vplyv huminovych latok na signdl Sb(III). Nevyhodou
je interferencia Cu(Il) pri vysSich koncentracidch. Naopak
AdSV umoziiuje stanovit Sb(IIT) aj za pritomnosti Cu(II),
ktorej koncentrdcia je o niekolko poriadkov vyssia.

Prdca bola vypracovand v rdmci grantu VEGA ¢. 1/
6266/99.
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D. Rurikova and L. Dziackova (Department of Analyti-
cal Chemistry, Faculty of Natural Sciences, Comenius Univer-
sity, Bratislava, Slovak Republic): Stripping Voltammetric
Determination of Inorganic Antimony Species in Natural
Waters

Stripping voltammetric techniques used for the determina-
tion of trace levels of antimony species in water samples are
compared. The voltammetric behavior of Sb depends on its
oxidation state. For the determination of Sb(III), water sam-
ples were used without pretreatment. The total antimony was
estimated after reduction of Sb(V) to Sb(III) with ascorbic acid
in 1 mol.I"" HCI. Antimony(III) was accumulated on a hanging
mercury drop electrode either by electrochemical reduction to
the element (ASV) or by adsorptive collection as complexes
with pyrocatechol and chloranilic acid (AdSV). Water spiked
with standard solutions of Sb(III) and Sb(V) was used for the
testing of stripping voltammetric techniques. The relative
standard deviations ranged from 0.9 to 9.2 % and the recove-
ries were > 90.7 % for both Sb species. Finally, the developed
methods were successfully applied to the analysis of Sb in
underground waters. Excellent agreement of our results of
total Sb with those obtained by the HGAAS technique con-
firms the suitability of stripping voltammetric methods for
antimony determination.
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STANOVENI CH;Hg SKUPIN V RYBIM MASE
METODOU HPLC S UV DETEKCI

JIRI SPICKA, LUBOMIR SYOBODA
a DAGMAR JANOUSKOVA
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Uvod

Vysoka toxicita organickych sloucenin rtuti, vyskytujicich
se v pfirodnich materidlech vcetné nékterych potravin, vedla
ke zna¢nému zdajmu o jejich stanoveni. Nejvyznamnéjsi orga-
nické slouceniny rtuti, s kterymi se setkdva toxikolog, jsou
methylhydrargyrioderivdty obsahujici skupinu CH;Hg.

Pro stanoveni CH,;Hg skupiny v biologickém materidlu
byla v pribéhu let vypracovéna celd fada analytickych postu-
pu. Nejcastéji vyuzivané metody obvykle zahrnuji tfi stupné.
Prvnim je uvolnéni CH;Hg skupiny z vazby na proteiny,
ndsleduje precisténi a casto i zakoncentrovdni analytu. Posled-
nim stupném je obvykle chromatograficka analyza s vhodnou
detekci.

Pro uvolnéni CH;Hg skupin z vazby na biologické mate-
ridly, kde jsou vdzdny zejména na thiolové skupiny proteint,
se doporucuje extrakce koncentrovanou kyselinou chloro-
vodlkovou Vznikd tak methylhydrargyriumchlorid CH;HgCl
(cit."). Pro n&které materidly (ryb tkaii, vlasy) je nékdy vyuzi-
vana alkalickd hydrolyza, pii niZ se stegn tuky a bilkoviny.
Usnadni se tak uvolnéni CH;Hg skupiny

Pro oddéleni, zakoncentrovani a premstenl’ analytu stéle
prevazuji metody vyuzivajici extrakci z kapaliny do kapaliny.
Pti klasickém postupu je methylhydrargyriumchlorid nejprve
extrahovidn z vodné fdze do organického nepolarniho rozpou-
Stédla, nejcastéji toluenu nebo chloroformu. Nésleduje dalsi
precisténi reextrakei do vodného roztoku thiosiranu sodného.
Pfi tomto postupu ovsem dochdzi ke znacnym ztratdm analytu.
Jsou uvadény i vice nez 60% tbytky*>>~".

Perspektivnéjsi se jevi vyuZiti techniky extrakce tuhou fazi
(SPE). Methylhydrargyriumchlorid je reakei s vhodnym ¢inid-
lem pfeveden na nepoldrni slouceninu, kterou lze na SPE
kolonkach s fazi C18 dobfe zachytit. Bézné se g)ouzwa APDC
(amonna sil pyrrolidin-1-yl-dithiokarbamatu)™

Pro vlastni stanoveni CH;Hg skupiny je dosud vyuzivdna
technika plynové chromatografie, ale v poslednich letech je
preferovana metoda HPLC s obracenou fazi®. Izolované me-
thylhydrargyrioslou¢eniny musi byt pro tuto techniku pieve-
deng na nepoldrni ldtky. UZiv4 se dithiokarbamat nebo dithi-

.V této souvislosti je vyhodné vyuZiti techniky SPE pro
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precisténi a zakoncentrovani analytu, protoze takto ziskané
vzorky lze pfimo pouzit pro HPLC. Vzhledem k malym kon-
centracim CH;Hg skupiny v pfirodnich vzorcich jsou v HPLC
pouzivany detektory s vysokou citlivosti. V soucasnosti je
bézna AAS detekce (selektivni detektory na bdzi studenych
par rtuti)*! Ob_]CVUJe se i vyuziti MS detektort, napt. v kom-
binaci ICP-MS (cit. ”) Bézny UV/VIS detektor neni bohuzel
pro popisované postupy piilis citlivy®.

V nékterych biologickych materidlech, napt. v rybim ma-
se, Ize ovsem ocekdvat pomérné vysoké koncentrace methyl-
rtutnatych sloucenin. Pokusili jsme se proto vyvinout postup,
ktery by umoziioval stanoveni CH,Hg skupiny v uvedenych
materidlech s vyuzitim bézného ptistroje HPLC s UV/VIS
deteked.

Experimentalni ¢ast
Pouzité pristroje a chemikadlie

Meéfeni byla provadéna na pristroji HPLC SpectraSYSTEM
fy TSP (Cerpadlo P2000 s UV/VIS detektorem UV3000HR).
Pouzitd kolona byla typu C18 Res Elut-ENV 150x4,60 mm
4,5 um fy Varian. Analyt byl izolovin metodou SPE na
zafizeni VISIPREP fy Supelco s vyuZitim kolonek LiChrolut
RP18 - 500 mg fy Merck.

Pro pripravu mobilni fize a izolaci extrakei tuhou faz{
(SPE) byly pouzity acetonitril LiChrosolv (gradient grade),
voda LiChrosolv, methanol p.a. a APDC (amonn4 stl pyrro-
lidin-1-yl-dithiokarbamdtu) fy Merck. Jako standard byl po-
uzit CH;HgCl fy Johnson Matthey. Ostatni pouZité€ chemikalie
byly bézné Cistoty p.a.

HPLC analyza

Podminky HPLC analyzy jsou uvedeny v tabulce I.

Pouzita koncentrace APDC v mobilni fdzi pfedstavuje
kompromis mezi uspokojivou opakovatelnosti analyzy a za-
kladn{ absorbanci mobilni faze. Minimdlni pouZitelnd koncen-
trace byla 3.10> mol.I"". Pii nizsich hodnotach jiz vymizel pik
analytu. Zakladni absorbance pouzité mobilni faze proti smési
acetonitril/voda (optickd drdha 10 mm) byla 600 mAU pii
249 nm.

Tabulka I
HPLC podminky

Parametr Hodnota

C18 Res Elut-ENV 150x4,60 mm
4,5 um fy Varian
acetonitril/voda 47/53 (v/v), APDC

Pouzitd kolona

Slozeni mobilni faze

5.107 moL.I"!
Pratok mobilni faze 1,5 ml.min™!
Detekce 249 nm*
Objem ndstiiku 20 ul

* Lze pracovat i pii 254 nm bez zdsadniho snizeni odezvy
detektoru



Chem. Listy 97, 1024 — 1026 (2003)

Izolace analytu

Vzhledem k nizsi citlivosti pfi pouziti UV detekce bylo
pouzito relativné vétsi mnozstvi vzorku. 10 g cerstvé rybi
svaloviny bylo nejprve rozruseno zahifvanim pii 60 'C se
40 ml hydroxidu sodného (¢ = 3 mol.I™") po dobu 30 min.
Analyt byl ndsledné uvolnén z matrice po pfidani 50 ml
kyseliny chlorovodikové (¢ = 3 mol.I")) (pH smési mensi
nez 1) ptlhodinovou extrakci v ultrazvukové 1dzni. Proteiny
ve smési byly vysrdZzeny upravenim pH smési na 3,5 roztokem
NaOH a odfiltrovany. Oddéleni proteinu je kritickou fazi
celého postupu, je proto nutné predem zjistit nejvhodnéjsi pH
pro ur¢itou matrici.

Analyt byl v dal$im postupu izolovdn ze smési metodou
SPE. Parametry SPE jsou uvedeny v tabulce II. K filtrdtu bylo
pfiddno 0,1 ml roztoku APDC (¢ = 5.107 mol.1™"). Ziskany
extrakt byl odpaien do sucha pfti 60 °C proudem dusiku a roz-
pustén v 0,2 ml mobilni faze. Takto ziskany vzorek byl piimo
nastfikovan do kapalinového chromatografu.

Tabulka II
Parametry SPE

Parametr Hodnota

Kondicionace kolonky 3 ml H,0O

Susenf{ kolonky 15 min prosdvanim vzduchu
Eluce analytu 2x0,5 ml CH,OH

Vysledky a diskuse
Postup HPLC

Optimdlni parametry HPLC analyzy byly urceny s vyuzitim
roztokli CH;HgCl. Analyza byla ovéfovéna roztoky CH;HgCl

o koncentraci rtuti 0,125 a7 25 mg.I"' na osmi hladindch pii
péti opakovanich. Relativn{ intervaly spolehlivosti (P = 0,9)

40

r, %

20

.

20

10 30

c, mg,l'1

Obr. 1. Relativni interval spolehlivosti r (%) stanoveni CH,Hg pri
ruzné koncentraci ¢ kalibra¢nich roztoka
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pro jednotlivé hladiny koncentrace jsou uvedeny na obr. 1,
celkovy koeficient korelace R = 0,9987.

Vysledky naznacuji, Ze metoda je pouZzitelnd pro vyssi
koncentrace CH;Hg skupin. Mez stanovitelnosti pro relativni
interval spolehlivosti 0,1 (P = 0,9) pro uvedené podminky
analyzy je 1,3 mg.1™".

Izolace analytu

Vytéznost analytu v jednotlivych stupnich analytického
postupu byla testovdna na péti hladindch koncentrace s péti-
ndsobnym opakovanim na kazdé hladiné. Stupenn SPE byl
testovdn roztoky CH;HgCI o koncentraci Hg 0,5 az 25 mg.17,
SPE s ndslednym odpafenim do sucha roztoky o koncentra-
ci rtuti 0,1 az 5 mg.I™" a cely postup piidavkem CH,;HgCl
v mnozstvi 0,1 az 5 ug Hg k 10 g Cerstvé rybi svaloviny.
VytéZnost byla vyhodnocena regresni analyzou — stanovené
mnozstvi Hg proti pivodnimu, resp. pfidanému mnozstvi Hg.
Hodnoty regresnich koeficientti pro jednotlivé stupné jsou
uvedeny v tabulce II1.

Podle uvedenych vysledkil nejsou ztrity analytu pro uve-
deny postup analyzy na hladiné spolehlivosti P = 0,9 statistic-
ky vyznamné. Celkovd mez stanovitelnosti metody v pfepoctu
na vzorek o hmotnosti 10 g je pak 26 pug.kg™".

Tabulka IIT
Vytéznost CH;Hg skupin v jednotlivych stupnich analytické-
ho postupu

Stupeni analyzy Regresni Mez (P =0,9)
koeficient® dolni horn{
SPE 0,9917 0,9641 1,0193
SPE + odpar 0,9832 0,9527 11,0137
Vzorek s pridavkem 0,9819 0,9306 1,0332

# Regresni koeficienty zdvislosti teoreticky piitomného a sta-
noveného mnozstvi Hg

Pfesnost a sprdvnost metody

Pfesnost a sprdvnost metody byla ovéfovdna s vyuZi-
tim referencniho materidlu CRM 464 (tuiidk), produktu BCR
(Community Bureau of Reference) s deklarovanym obsahem
CH,Hg 5,50 mgkg™' s intervalem spolehlivosti (P = 0,95)
0,17 mg.kg ™.

Bylo provedeno pét paralelnich stanoveni pfi navazce
vzorku 0,2 g. Pomér stanoveného a deklarovaného mnozstvi
Hg byl 0,9371 s intervalem spolehlivosti (P = 0,9) 0,1183.
Vzhledem k tomu, Ze pomér stanoveného a deklarovaného
mnozstvi Hg je vyznamné (P = 0,9) odliSny od 1,0, byly
u redlnych vzorki vysledky korigovany koeficientem 0,9371.

Praktickd aplikace

Uvedend metoda byla pouzita pro stanoveni CH;Hg ve
svaloviné ryb z nékolika lokalit CR. Vysledky jsou uvedeny
v tabulce IV.

Ze 17 vzorkt byl pouze v jednom piipadu zjistén obsah
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Tabulka IV

Laboratorni pfistroje a postupy

Koncentrace Hg ve formé CH;Hg skupin ve svaloviné ryb z nékolika lokalit CR

Lokalita Druh ryby Pocet Koncentrace CH;Hg
vzorki (ng(Hg).kg ]
prumér minimum maximum
Mal3e — vodni nddrz Rimov bolen dravy 4 33,4 26,5 43,2
okoun Fi¢ni 1 120 - -

Vltava — Klecany Stika obecna 6 131 75,2 195

5 okoun Fi¢ni 2 132 68,4 195
Labe — Stéti jelec tloust 4 425 334 602

Hg mirné pod uréenou mezi stanovitelnosti. L.ze proto konsta- 3. Caricchia A. M., Minervini G., Soldati P., Chiavarini

tovat, Ze metoda je pro uvedeny typ materidlu pouZzitelnd.
Pouzit ji Ize i pro stanoveni CH;Hg skupin ve svaloviné
moftskych ryb, pfipadné i nékterych orgdnech s nizkym obsa-
hem tuku.

Srovndni s jinymi postupy

Pouzity postup prfi izolaci analytu se ve srovndni s re-
extrakénimi postupyz’s‘7 vyznacuje vysokou vytéznosti. Ne-
vyhodou je nizsi mez stanovitelnosti pti UV detekci. Jako
zajimavé se v této souvislosti jevi pouziti citlivéjsich detek-
torid™>!%!ye spojeni s popsanym izolacnim postupem.

Zavér

Popsand metoda je pouZitelnd pro stanoveni skupin CH;Hg
v biologickych vzorcich, kde 1ze predpoklddat jejich obsah
minimalné v desitkdch pg.kg™', a to s vyuzitim b&zné labora-
torni techniky. Vyhodou je zejména vysokd vytéznost analytu.
Prdce byla realizovdna s podporou grantu FRVS 0173/1999.
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J. Spiéka, L. Svoboda, and D. Janouskova (Department
of Chemistry, Faculty of Agriculture, University of South
Bohemia, Ceské Budéjovice): Determination of CH,;Hg
Groups in Fish Muscle by HPLC with UV Detection

An analytical method was developed for the determina-
tion of the CH;Hg group content in fish muscles. CH;HgCl
was isolated by SPE and determined by HPLC with UV
detection. The method can be used for samples with high
CH,;Hg contents.The detection limit was 26 ugke'in 10 g
samples.
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