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Abstrakt

Dizertacni prace se zabyvd vyzkumem a ovérenim pouzitelnosti kombinace dvou
procesU — abiotické redukce nanozelezem (nZVI) a biotické redukce podporené
aplikaci organického substratu, k sanaci podzemnich vod znecisténych Sestimocnym
chrobmem Cr(Vl). Vramci dizertacni prace byly v laboratornim meéritku testovany
alternativni  organické substraty, stanoveno optimdiniho ddavkovdani vybraného
substratu a zhodnocena stabilita redukovaného chromu. Kolonovymi zkouskami byla
odzkousena kombinace obou metod a poté overena kombinovand metoda
vredinych podminkdch pilotni zkousky. Na zdklodé dosazenych vysledk( Ize
konstatovat, ze kombinovanou metodou bylo dosazeno vysoké Ucinnosti odstranéni
Cr(VI) z podzemnich vod, pri nizké a jen kratkodobé mobilité vznikiého Cr(ll). Ovéreno
bylo mnozstvi a davkovani redukéniho cinidla a substrdtu, jejich migracni schopnosti a
Zivotnost. Bylo zjisténo, ze kombinaci obou metod dochdzi k vzdjemnému Ucinku obou
geofixacnich mechanizmt. Aplikaci nZVI dochdzi ke snizeni celkové ekotoxicity
sanovaného prostredi. NZVI oxidované béhem abiotické faze na Fe(ll) je castecné
biogenné regenerovdano na Fe(l), které ndsledné puUsobi jako redukeni Cinidlo pro
Cr(VD).

Aplikace nZVI, tak i substratu ovlivnila zdkladni chemické slozeni podzemni vody
nevyrazné s pozorovanym pozvolnym ndvratem k pOvodnimu sloZzeni.

Klicova slova:

hexavalentni chréom, biotickd redukce, abiotickd redukce, nanozelezo (nZVI),

geofixace.




Abstract

The Ph.D. thesis deals with research and verification of a combination of two
processes — abiotic reduction by nanoscale zero-valent iron (nZVI) and biotic
reduction enhanced by addition of organic substrate for remediation of groundwater
contaminated by hexavalent chromium Cr(VIl). Within the Ph.D. work alternative
organic substrates were tested in a laboratory scale, optimal dosage of the substrate
was determined and stability of reduced Cr(ll) was assessed. Combination of both
remedial methods was evaluated within a column tests and afterwards in a field scale
pilot test. Their results show that the combination of the methods exhibited high
efficiency of the Cr(VI) removal from groundwater accomplished with low and only
temporary mobility of Cr(lll). Amounts and a delivery technique for both nZVI and the
substrate were assessed, including migration ability and a life time of both agents. It
was found that by combination of both methods a reciprocal effect of both
geofixation mechanisms acted. By injection of nZVI an overall ecotoxicity of the
environment was mitigated. NZVI oxidized during the abiofic phase was partly
recovered during the biofic phase — microbially reduced to Fe(l), and acted as a
reducing agent for Cr(VI).

Both nZVI and the substrate applications influenced the inorganic composition of the
groundwater insignificantly with observed tendency to revert to the original
composition.

Key words: hexavalent chromium, biotic reduction, abiotic reduction, nZVl,

geofixation




1. Uvod

Dizertacni prdce se zabyvd vyzkumem a ovérovanim kombinované abioticko-biotické

metody sanace podzemnich vod znecisténych chromem.

Chroém je obecné jednim znejtoxictéjS§ich a také bohuzel jednim z nejcastéji se
vyskytujicich tézkych kovU na lokalitdch kontaminovanych anorganickymi polutanty
(Saha et al., 2012). Vysoky pocet kontaminovanych lokalit souvisi s hojnymi moznostmi
promyslového pouziti tohoto kovu (slozka specidinich nerezovych oceli, ochrannd
vrstva kovovych vyrobkd, vyroba zdruvzdornych hmot, ¢inéni kizi nebo konzervace

dreva).

Dominantnimi formami chrému v piirodnim prostredi jsou Crdlll) a Cr(VI). Sestimocnd
forma chromu je ztoxikologického pohledu nejzdvaznéjsi, ma vysoky oxidacni
potfencidl, je mutagenni, karcinogenni a foxickd (US EPA, 1980; Nriagu and Nieboer,
1988). Naproti tomu, druhd nejvyznamnéjsi forma vyskytu - trojmocny chrom Cr(ll) je
v malém mnozstvi pro lidsky organismus nezbytny k syntéze enzym( zapojenych do
metabolismu cukrd a tukd. Je tedy pouZivdn jako potravinovy doplnék. Nicméne,
nékteré méné zdavazné nepriznivé vlivy na lidsky organismus jako jsou zmény tkdné
dychacich cest nebo vyskyt alergické dermatitidy jsou spojovany i s expozici Cr(ll), (US
EPA, 1998). Zasadnim rozdilem mezi obéma oxidacnimi stavy je rozpustnost ve vode,
kdy Crdll) je o nékolik Fadl méné rozpustny a tudiz i méné migrujici a méné ochotné

vstupujici do bunék organismu.

Sanacni technologie se zaméruji bud na primé odstranéni tohoto polutantu
z horninového prostiedi nebo na redukci Cr(VI) in-siftu a tim imobilizaci vysrdzenim v

podobé madlo rozpustnych sloucenin Cr(lll).

Prikladem prvni skupiny tfechnologii je napriklad sanacni Cerpdni, spocivajici
v zachyceni proudu kontaminované vody systémem sanacnich vrtd, Cerpdnim téchto
vod a ndslednym cisténim v misté zpravidia chemickymi metodami pouzivanymi
v Upravarenstvi odpadnich prdmyslovych vod. Chrém je tak zakoncentrovdn v kalu a
ten likvidovan mimo lokalitu. Tyto postupy se vsak ¢asto ukazuji jako mdlo Uc¢inné nebo
ekonomicky neefektivni v dUsledku manipulace s velkymi objemy cerpanych vod,
casové ndarocnosti nebo v nékterych pripadech nedosazitelnosti cilovych koncentraci

sanace.
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Technologie druhé skupiny sanacnich metod se casto nazyvaji geofixacni. Jejich
princip spocivda v chemické redukci Cr(Vl) na Crdll) vhodnym reduk&nim cinidlem.
Vznikly ion Cr3+ se rychlé sorbuje nebo srdzi a vznikd tedy vétsinou oxid, hydroxid nebo
také sulfid (Jardine et al., 1999). Tyto slouceniny jsou za béznych podminek v
kolektorech podzemnich vod nerozpustné a jsou tak imobilizovany. Redukce Cr(VI) je
provadéna chemicky, kdy jsou redukcnimi Cinidly polysulfidy, dithionicitan, sificitan
nebo redukované formy Zeleza Fe(0), Fe(l) (Gheju, 2011) nebo elektrochemicky, kdy
je reduktantem Fe(ll) vznikajici reakci na anodé zeleznych elektrod (Barrera-Diaz et al.
2012). Schopnost nulmocného makro a mikro Zeleza redukovat S§iroké rozpéti
kontaminantd (napf. chlorované uhlovodiky — ClIU, t&Zké kovy, TNT) byla a je hojné
vyuzivdna béhem navrhovdni sanacnich pracich zejména pri pouziti permeabilnich
reaktivnich bariér (PRB) od 90.let 20. stoleti (Watlington 2005) i v souvislosti se
sanacemi znecisténi zpUsobené Cr(VI). Spolu s vyvojem v oblasti nanocdstic se na
prelomu fisicileti objevila moznost vyuzit nuimocného nanozeleza (.nanoscale Zero
Valent Iron™ - nZVl) ksanacnim uUcelim rovnéz pomoci in-situ injektdze suspenze

nanocastic (Zhang 2003).

Nizsi koncentrace znecisténi Cr(VI) v podzemni vode, za kterych se jesté neprojevuje
plné jeho toxicita vOci mikroorganismm, mohou byt redukovdany také biologicky.
Kredukci Cr(VI) mikroorganismy dochdzi pfimo enzymaticky zprostredkovanymi
respiracnimi reakcemi, které mikroorganizmim poskytuji energii potfebnou pro
metabolizmus bunék a pro jejich rist. Kbiotické redukci Cr(Vl) rovnéz dochdzi
nepifimo, kdy pfi oxidacné-redukcnich respiracnich reakcich dochdzi k redukci
akceptord elektronu Fe(lll) a SO42 na Fedl) a HS, které ndsledné redukuji Cr(VI) na
Cr(lll). Prakticky aplikace biologickych metod spociva v zasaku organického substratu
napr. melasy, ethanolu nebo syrovatky, ktery slouzi jako zdroj energie a stavebni
hmoty pro rdst bakterii. V nékterych piipadech je treba optimalizovat dalsi podminky
k rdstu bakterii, joko obsah nutrietd (dusik, fosfor), oxidacné& redukéni potencidl

prostfedi nebo pH.

Kombinaci abiotické (chemické) redukce Cr(Vl) nulmocnym nanozelezem (nZVI) a
biotické redukce Ize vyuZit vyhod obou mechanism{. Chemickou redukci s vyuzitim
nZVI Ize docilit rychlé snizeni koncentraci Cr(VI) na droven, kterd jiz umozni pouziti
ekonomictéjsi biologické metody v podminkdch, kdy zbytkové obsahy Cr(Vl) jiz nejsou

toxické pro autochtonni mikroorganismy redukujici (pfimo nebo neprimo) Cr(VI).
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Cilem dizerta¢ni prdce je zhodnoceni kombinované chemicko-biologické metody
sanace znedisténi Cr(VI). Na zdkladé studia teoretickych poznatkd o chovdni chromu
v horninovém prostfedi a mechanismech jeho geofixace byly navrzeny a provedeny
laboratorni  zkousky této metody. Ndasledné byla metoda ovérena v redinych
podminkdach pilotnimi zkouSskami na dvou lokalitdch. Metoda je hodnocena jak
zpohledu Ucinnosti odstranéni Cr(VI) z podzemni vody a imobility redukovaného
Cr(ll), tak i z pohledu technického (mnoZstvi a zpUsob ddavkovdni redukénino Cinidla
nebo substratu, jejich migracni schopnosti a zivotnost) a environmentdiniho (dopad

na ekotoxicitu, mikrobidlni oziveni, chemismus podzemni vody).

Autor dizertacni prdce navrhl laboratorni vsaddkové a kolonové zkousky a proved!
jejich vyhodnoceni, vypracoval metodiku pilotniho odzkouseni, fidil prObéh pilotnich

zkousek a vyhodnotil ziskané vysledky.

Dizertacni prace byla zpracovavdna za podpory projektu TACR TA01021792 ,Vyvoj
kombinované fechnologie nano-bio k sanaci znecisténi chromem®, jehoz je autor
hlavnim fesitelem. Pri feSeni dizertacni prdce autor spolupracoval s pracovniky
fesitelskych organizaci projektu: ENACON s.r.o. (hydrogeologické a monitorovaci
prace), Technickd univerzita v Liberci (analytické prdace, technické provedeni
laboratornich vsddkovych a kolonovych testd, prvkovd analyza metodou SEM-EDS),
DEKONTA a.s. (mikrobiologické kultivacni zkousky, zkousky ekotoxicity) i dalsich instituci
(Mikrobiologicky Ustav AV CR - zkousky PLFA a 454 pyrosekvenace), Ceskd geologickd
sluzba (izotopové analyzy, semikvantitativni fdzovad analyza metodou rentgenovou
praskovou difrakci) a Univerzita Palackého v Olomouci (laboratorni zkousky metodou

rentgenové fotoelektronové spekiroskopie a MOsbauerovy spektroskopie.

Vysledky prdce byly autorem pribézné prezentovdany na odbornych konferencich
v CR: Odpadové férum (Hustopede 2014), Sanacni technologie XVI (Uherské Hradisté
2013), Sanac¢ni technologie XV (Pardubice 2012) a v zahranici: konference CSME-
2012/SARCLE-2072 (Nancy, Francie, 2012), konference AquaConSoil (Barcelona,
Spanélsko, 2013), konference Battelle (Monterey, USA, 2014). K Ustni prezentaci byly
prijaty prispévky na konferenci AqgquaConSoil (Kodan, Ddnsko, 2015) a konferenci
Battelle (Miami, USA, 2015), které budou predneseny oz po odevzddni dizertacni

prace.

Vysledky pilotniho odzkouseni nZVI kin-situ redukci Cr(VI) také byly publikovany

v impaktovaném casopise Science of the Total Environment (Némecek, J., Lhotsky, O.,
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Cajthaml, T., 2013. Nanoscale zero-valent iron application for in situ reduction of
hexavalent chromium and its effect on indigenous populations. Sci. Total Environ 485-
486, 739-747. IF=3,163). V dobé zpracovdni dizertacni prdce byl u zahrani¢niho
periodika poddn cldnek hodnofici vysledky pilotni zkousky metody kombinujici
chemickou a biologickou redukci Cr(Vl): Némecek, J., Pokorny, O., Lacinova, L.,
Cernik, M., Masopustovd, Z., Lhotsky, O., Filipovd, A., Cajthaml, T., 2015. Combined
abiotic and biofic in-situ reduction of hexavalent chromium in groundwater using nZViI

and whey: a remedial pilot test.
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2. Cile disertaéni prace

Cilem dizertacni prdce je vyzkum a ovéreni pouzitelnosti kombinace dvou procesu -
abiotické redukce nanozelezem (nZVI) a biotické redukce podporené aplikaci
organického substratu, ksanaci podzemnich vod znecisténych Sestimocnym
chréomem Cr(VI). Dil¢imi cily jsou urCeni vhodného organického substrdtu, stanoveni
optimdiniho ddavkovani vybraného substratu a nzZVI, ovéreni stability redukovaného
chréomu v laboratornim meéfitku, odzkouseni posloupné kombinace obou procesy
kolonovymi festy a ovefeni kombinované metody vredinych podminkdch pilotni
zkousky a to nejen z pohledu Ucinnosti odstranéni Cr(VI) z podzemnich vod a fixace
vzniklého Cr(ll), ale i zpohledu objasnéni hlavnich procest redukce Cr(Vl),
zhodnoceni fechnickych (mnoZstvi a zpUsob ddvkovdni redukéniho &inidla nebo
substratu, jejich migracni schopnosti a Zivotnost) a environmentdini aspektl (dopad

na ekotoxicitu, mikrobidlni oziveni, chemismus podzemni vody).
Metody vedouci k dosazeni cill dizertacni prdce tvori soubor téchto experimenty:
e literarnireserse,

e vyzkum a ovéreni Ucinnosti biotickych procesd redukce Cr(VI) laboratornimi

vsadkovymi pokusy,
e kolonové zkousky kombinace obou procesU, a

e pilotni zkousky na rediné kontaminovanych lokalitach.
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3. Soucasny stav problematiky

3.1 Chrom v horninovém prosfiedi a procesy ovliviiujici jeho vyskyt a

migraci
3.1.1 Formy vyskytu chrému v horninovém prostiedi

Chrém se piirozené vyskytuje v rdznych slozkdch prirodniho prostfedi. Chrém muaze
existovat v oxidacnich stavech od 0 do +6. Dominantni formou jsou vsak Cr(ll) a
Cr(VIl). V hornindch se chrom prirozené vyskytuje v koncentracich od 20 mg/kg

v Zuldch az po 2000 mg/kg v ulframafickych hornindch (Allard, 1995).

Celkem je registrovano 82 minerdll obsahujiciho chrom (Motzer, 2005), chromit
(FeCr20z4) je viak jediny ekonomicky tézitelny rudny minerdl (Palmer a Wittbrodt, 1991).
V Sestimocné formé je prirozené obsazen v 32 minerdinich fazich predevsim jako
chromany napr. na pousti Atacama v Chile (Ericksen, 1983) ale i jako fosforeCnany,
boritany, jodicnany a rizné oxidy (Motzer, 2005). Na kontaminovanych lokalitdch byly
minerdini faze Cr(ll) identifikovdany jako amorfni Cr(OH)s, ktery mize transformovat na
Cr(OH)3.3H20 nebo Cr0s (eskolait). V piitomnosti Fe(ll) se mize vytvdret CriFe1«(OH)s.

Ve vodném roztoku je za redukénich podminek termodynamicky nejstabilné;jsi formou
chromu Cr(ll), avsak Cr(VI) zistdvd metastabilni po dlounou dobu (Palmer a
Wittbrotd, 1991). Sestimocny chrém se ve vodném roztoku vyskytuje ve formé
chromanového aniontu (CrO42), dichromanového aniontu (Cr.072), popfipadé
hydrogenchromanového (HCrOg4) a hydrogendichromanovéh aniontu (HCr2O7), které
jsou zdporné nabité, a proto ve zvodnéném horninovém prostredi za bézného pH

madlo podléhagijici sorpci a jsou tedy znacné mobilni.

V oxidacni oblasti pfi koncentraci Cr(VI) nizsi nez 10 mmol/l (620 mg/l) nebo za
neutrainiho pH existuje Cr(VI) v roztoku jako H2CrO4, HCrOs a CrOs% . PHi pH > 6,5
dominuje CrO42-, HxCrOu° previadad jen prfi pH pod 0,9 a HCrOs previada pfi pH mezi 0,9
a 6,5. Vkyselém prostredi a koncentraci Cr(Vl) nad 10 mmol/lI HCrOs dimeruje na
Cr2072 (Palmer a Wittbrodt, 1991).
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Formy vyskytu Cr(VI) v zavislosti na pH popisuje ndsleduijici diagram.
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Obr. 1: Speciace Cr(VI) jako funkce pH (Barrera-Diaz et al. 2012)
(= CrO+?-; A= Cr:072; o= H2CrOsam= HCrOv)
Jak chroman, tak i dichroman maji vysokou rozpustnost. Napriklad rozpustnost

chromanu draselného ve vodé pri 20°C je 637,6 g/l. rozpustnost dichromanu
draselného je nizsi - 122,2 g/I.

Formy vyskytu Cr(VI) a Cr(ll) v zavislosti na oxidacné-redukénim potencidlu Eh a pH
jsou patmné na ndsledujicim rovnovdzném diagramu, viz Obr. 2. Pfi nizSim pH se
redukovand forma Cr(lll) vyskytuje ve voddch i za vyrazné vyssich hodnot Eh nez 0V
jako volny ion Cr3+, V pasmu pH 6 — 8 je nutné snizit Eh alespon na hodnotu 0,4 V, aby
redukce probéhla. Amorfni srazenina Cr(OH)s je stabilni v Sirokém rozmezi pH 6,5 -12.,5.
Vice rozpustné speciace vznikajici hydrolyzou se mohou ve vodeé vyskytovat ve vyssich

koncentracich pri pH nizSim nez 5,5 (CrOH2+*+ a Cr3*) a naopak pri pH vyssim nez 12,5

(Cr(OH)4), viz Obr. 2.
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Obr. 2: Rovnovazny Eh-pH diagram pro formy chromu v rovnovaze s amorfnim Cr(OH)s

v systému chrom - voda (podle Rai et al. 1987)

Crdll) mdze ddle vytvaret komplexy s organickymi ligandy a polymery (Moore a
Ramamoorthy, 1984). Pri pokusech s fulvokyselinami a s vodnymi roztoky rozpustné
organické hmoty dochdzelo ke komplexaci Cr(lll) a k udrzeni vysSich koncentraci

rozpusténého Cr(lll) za vyssiho pH nez v Cisté vodé (Palmer a Wittbrodt, 1991).
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3.2 Chovani Cr(VI) v horninovém prosiredi
3.2.2 Redoxni reakce

Kredukci Cr(Vl) na Crdll) v horninovém prostredi prfirozené dochdzi rozpusténym
dvojmocnym Zelezem, minerdly obsahujicimi  dvojmocné Zelezo, slouceninami

obsahujicimi redukovanou siru a organickou hmotou.

Redukce Cr(Vl) dvojmocnym Zelezem Fe(ll) na Crdll) s ndslednym srdzenim ma

obecnou rovnici (hapfr. Jardine et al., 1999):
6Fe’t(aq) + Cr,02(aq) + 14H*(aq) - 6Fe3*(aq) + 2Cr3*(aq) + 7H,0 Q)
Cr3*(aq) + 30H (aq) = Cr(OH);(s) @))

Rovnice (1) plati pro pH nizsi nez 10 a koncentraci PO4% pod 0,1 mmol/I. Pfi pH nad 10
je oxidace Fedl) kyslikem rychlejsi nez oxidace hexavalentnim chréomem. PO43- oxidaci

Fedl) kyslikem urychluje (Early a Rai, 1988).

Fe*qq se v podzemnich voddch nevyskytuje vzdy ve vysokych koncentracich,
hlavnim zdrojem Fe(ll) jsou minerdly. Napr. hematit (obsahuje urcity podil FeO) a biofit
jsou schopné redukovat Cr(Vl) (Early a Rai, 1988). Redukéni kapacitu minerdld
obsahuijicich Fe(ll) studovali Lee a Batchelor (2003) a dosdli k zavéru, ze redukeni
kapacita vici Cr(Vl) byla nejvyssi u faze green rust (GR) ndsledovand magnetitem,
pyritem, biotitem, montmorilonitem a vermikulitem, pficemz podil Fe(l) v minerdlu byl

primo umérny jeho redukcni kapacité.

Dalsimi prirozenymi redukcnimi Cinidly jsou napr. sulfidy a sificitany. Sulfidy mohou
redukovat Cr(VI), avsak studie naznacuiji, ze musi byt pritomen Fe(ll) joko katalyzator
(U.S. EPA, 1980). Ztoho vyplyvd, Ze minerdly tvorené disulfidem Zeleznatym mohou

Ucinné redukovat Cr(VI).

Za pritomnosti sificitanu v prebytku je rovnice redukce Cr(VI) ndsledujici:
2HCr0; (aq) + 3HSO03 (aq) + 6H*(aq) » 2Cr3*(aq) + 2502~ (aq) + S,0% (aq) + 6H,0 (3)

$:062 pak mize redukovat frojmocné Zelezo, pokud je piitomné, a tim podporit
redukci Cr(VI).

V pripadé prebytku Cr(VI) je podle (Beattie a Haight, 1972) redukce Cr(VD):

2HCr0; (aq) + 3HSO03 (aq) + 5H* (aq) — 2Cr3*(aq) + 3502 (aq) + 5H,0 (@)
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Dalsim vyznamnym prirozenym redukcnim Cinidlem je organickd hmota. Toho se
vyuziva pri stanoveni mnozstvi organické hmoty pomoci mnozstvi zredukovaného

dichromanu vyjadrené jako chemickd spotreba kysliku (CHSK-Cr).

Je znamé, ze Cr(VI) je redukovan funk&nimi skupinami, jako jsou karboxylové kyseliny,
alkoholy a fenoly (Wiberg, 1965) obecné piitomné v huminovych Iatkdch nebo jako

kontaminanty.

Viadé typU zemin je vyznamny podil organické hmoty tvofen huminovymi Iatkami
(huminovymi kyselinami, fulvokyselinami a huminy) maijici potencidl redukovat Cr(VI)

podle rovnice (Brown et al., 2008):
2Cr0Z~(aq) + —CH, — (organicka hmota) + 10H* (aq) - C0,(aq) + 2Cr3*(aq) + 6H, (5)

Reoxidace, tedy zpétnd oxidace Cr(ll) na Cr(Vl) je potencidlné moznd za pritomnosti
prirodnich oxidacnich cCinidel kysliku a MnO2. Pokusy reakce kysliku s Crll) ukdzaly
velmi malou (Schroeder a Lee, 1975) nebo zadnou (Early a Rai, 1987) oxidaci Cr(ll) i
v experimentech probihagjicich za pH 12,5 po dobu 24 hodin. Transformace Cr(lll)
rozpusténym kyslikem tedy zrejmé neni vyznamnym mechaniznem reoxidace Cr(ll)

v podzemnich voddch.
Otdzka reoxidace manganem byla intenzivné zkoumdana Kimem (2002) se zaveérem,
Ze k ni mizZe dojit, aviak za velmi specifickych podminek. Aktivnim &inidlem je Mn(llD,
ktery ma dostatecné vysoky oxidacni potencidl (> 1,33 V) aby reoxidoval Cr(ll). Mn(IV)
dostatecné silnym oxidantem neni.
Mn'V0,(s) + 4H*(aq) + 2e~ - Mn?*(aq) + 2H,0 E)=123V(<133V) )
Mn"Q(OH)(s) + 3H*(aq) + e~ » Mn?*(aq) + 2H,0  Ey= 1,50V (> 1,33 V) @)
Tato reakce probihd prednostné v kyselém prostredi. Aby doslo k reoxidaci musi byt
splnény viechny tyto podminky (Brown et al., 2008):

e  Minerdly musi obsahovat jak Mndll), tak i Mn{V).

e Minerdly musi byt pritomny v dostatecném mnozstvi, aby doslo k reakci

(koncentrace minerdlu obsahujiciho mangan by méla byt alespon 1%).

e Prostredi musi mit kyselé pH.
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e Cr(ll) musi byt v roztoku tim, Ze je rozpustny v kyselém prostredi nebo tvori

komplexni slouceniny.

e Zemina a podzemni voda musi byt v oxidacnim prostredi. Nesmi byt pritomny

redukované minerdly nebo redukovany/oxidovatelny organicky uhlik.

3.2.3 Srazeni

Srdzeni a rozpousténi jednotlivych forem chrému jsou vyznamné procesy, které

ovlivAuiji obsah chréomu v piirodnich voddach.

Vrozmezi pH mezi 6 a 12 jsou koncentrace Cr(ll) limitovany hydrolyzou a srdzenim
hydroxid® CrdlD).

Cr3*(aq) + 3H,0 - Cr(0OH);(s) + 3H* ®)

Hodnota Ksp pro Cr(OH)s je 5,01 . 1031 (Brown et al., 2008).

-6

LOG [Cr(lll)]
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Obr. 3: Koncentrace Cir(lll) v rovnhovaze s Cr(OH)s a Croz2sFeos(OH)s jako funkce pH
(Palmer a Wittbrodt, 1991)
MCL - ,maximal concentration limit“ — ukazatel pro pitnou vodu v USA

Rai et al. (1987) zjistil, ze vysrdzeny Cr(OH)s je amorfni. V nékterych pripadech se vysrdzi
pevné roztoky hydroxidu chromitého a zeleza nez Cisty Cr(OH)s. V pripadé pritomnosti
Fedll) v kolektoru se vytvari amorfni pevny roztok CrFe1x(OH)s (napr. Sass a Rai, 1987

nebo Amonette a Rai, 1990). Rozpustnost CrFe1x(OH)s klesa s klesajicim podilem Cr(lll).
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Pro pH mezi 5 az 12 je rozpustnost Cr(OH)3 @morry mensi nez 10¢ mol/l Cr(llDaq (0dpovidda

hmotnostni koncentraci <0,05 mg/l), viz Obr. 3.

3.24 Sorpce

Cr(lll) je rychle a siiné sorbovan v zemindch na oxidy Fe a Mn, jilové minerdly a pisek
(Testa, 2005). Sorpce Cr(ll) roste srostoucim pH (napf. Rai et al.,, 1984), protoze
srostem pH se povrchy jilovych minerdld stdvaiji vice zdporné nabité, srostoucim
obsahem organické hmoty (Paya Pere zet al, 1988), zatimco sorpce Cr(ll) klesa
srostoucim obsahem piitomnych anorganickych kationtd nebo rozpusténych

organickych ligandU.

Cr(VI) ve formé& HCrO4 a CrO4sz mohou byt sorbovdany na oxidy a hydroxidy Mn, Al a
Fe (kladné nabité povrchy), na jilové minerdly a na jinou prfirodni pevnou fazi a
koloidy (napf. Rai et al. 1986, Zachara et al., 1987). Nejcastéj§im a silnym prirodnim
sorbentem vyskytujicim se v kolektorovych hornindch jsou hydroxidy Fe. Sorpce Cr(VI)
je zAavisld na pH, s poklesem pH sorpce roste bez ohledu na typ sorbentu z ddvodu
ndarUstu kladného ndboje (Rai et al. 1986). Za sirokého rozsahu pH 5 a7 7.5 je sorpcni

afinita k CrO42 pro pisek vetsi nez pro jilové minerdly.

Sorpci Cr(Vl) ovliviiuje piitomnost dalsich aniontd v podzemni vodé, piitomnost
kationt( ovliviiuje sorpci Cr(VI) velmi madlo. Sorpci Cr(VI) snizuje napi. CO2(aq), HaSiOx4
a SO42 (Palmer a Wittbrodt, 1991).

3.3 Bioremediaéni metody sanace Cr(VI)

Hlavnim procesem vyuzivanym biologickymi metodami sanace podzemnich vod
kontaminovanych Cr(Vl) je biologicka redukce (Lovley, 1993; Valls et al., 2000). Kromé
toho se je$té mohou uplatnovat procesy periplazmické biosorpce a intraceluldrni

bioakumulace, kterymi se viak prdce ddl nevénuje.

3.3.5 Biologickd redukce

Biologickou redukci mikroorganizmy dochdzi k transformaci Cr(VI) na méné toxickou

formu Crdll). Crdll) by mél v horninovém prostredi vytvaret primd@rné nerozpustny
Cr(OH)s,
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Jako prvni publikovali schopnost bakterii redukovat Sestimocny chréom koncem 70. let
Romanenko a Korenkov (1977). Poté byla izolovdna a zkoumdna fada baktérii
redukujici Cr(VI). Vétsina baktérii schopnych redukovat Cr(Vl) patfi do skupiny
anaerobnich siran redukujicich bakterii (SRB) napf. Desulfovibrio  vulgaris,
Desulfomicrobium nervegicum a Desulfofomaculum reducens (Wang et al., 1989;
Wang a Shen, 1995; Lovley a Phillips, 1994; Tebo a Obrastsova, 1998; Tucker et al.,
1998; MclLean a Beveridge, 2001; Michel et al., 2001; Ganguli a Tripathi, 2002). Dalsimi
anaerobnimi baktériemi a/nebo fakultativné anaerobnimi baktériemi, u kterych byla
zjisténa schopnost redukovat Cr(Vl), jsou Microbacterium sp. MP30 (Pattanapipitpaisal
et al., 2001), Geobacter metallireducens (Lovley et al., 1993), Shewanella putrefaciens
MR-1 (Myers et al., 2000), Panfonea agglomerans SP1 (Francis et al., 2000),
Agrobacterium radiobacter EPS-216 (Llovera et al., 1993). Redukce Cr(VIl) byla
pozorovdna u nékterych extremofilnich baktérii jako jsou Deinococcus radiodurans R1

(Fredrikson et al., 2000) a Pyrobaculum islandicum (Kashefi a Lovley, 2000).

Schopnost redukovat chrém byla nalezena rovnéz u fady aerobnich baktérii:
Pseudomonas putida P18 , Pseudomonas aeruginosa P16 (Dogan et al. 2011),
Pseudomonas Maltophilia O-2, Pseudomonas syntaxa, Escherichia coli ATCC 33456,
Bacillus megaterium TKW3, Waustersia eutropha, Shewanella alga BrY-MT a u dal§ich
neidentifikovatelnych baktérii (Cheung a Gu, 2007).

Redukce Cr(Vl) mikroorganizmy souvisi s  respiracnimi  reakcemi, které
mikroorganizmUm poskytuji energii potfebbnou pro metabolizmus bunék a pro jejich
rast. K pfenosu energie v bunce je organizmy vyuzivan energeticky bohaty adenosin
trifosfat (ATP) vznikajici pii transferu elektrond z donoru na akceptor. Obecnou
respiracni rovnici pro oxidaci — redukci Cr Ize ziednodusit v tomtfo smyslu za aerobnich

a anaerobnich podminek takto (Guha et al., 2001):

Aerobni respirace:

donor elektronu (redukovany) + Cr(VI) (akceptor elekironu oxidovany) + Kkyslik
=bakterie= Cr(lll)(akceptor elektronu redukovany) + CO: (donor elekfronu oxidovany)
+ H20

Angerobni respirace:

donor elektronu (redukovany) + Cr(VIl) (akceptor elektronu oxidovany) =bakterie=

Crdll)(akceptor elektronu redukovany) + CO: (donor elektronu oxidovany) + CHa
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Donorem elekironu jsou organické substraty, které se ve zvodnéném prostredi vyskytuji
prirozené (huminové a fulvokyseliny) nebo jsou pri akfivnim bioremediacnim zdsahu

dodavany (napfr. etanol, glukéza, syrovatka, glycerol, miéEnan, maselnan,...).

Jak je zminéno vyse, vétsina baktéridinich kmenud, u kterych byla zjisténa schopnost
redukovat Cr(VI), patfi do skupiny siran redukujicich baktérii. Siran redukujici baktérie
spojuji oxidaci organického substratu nebo molekuldrnino H2 (donory elektronu)
s redukct siran® jako externino akceptoru elektronu za anaerobnich podminek podle

rovnice (Somasundaram et al., 2011):
S02~(aq) + 2CH,0 + H*(aq) » HS™(aq) + 2C0,(g) + H,0 ()

Proces se nazyva disimilacni redukce sirand (sira se nestdva soucdsti bunecné hmoty).
Konecnym produktem této reakce je sulfan, ktery mize reagovat s kationty tézkych

kovU a vytvdret s nimi nerozpustné sulfidy (Somasundaram et al., 2011):
Cr®*(aq) + 3HS (aq) » CrS;(s) + 3H*(aq) (10)

nebo redukovat oxidované formy rozpustnych toxickych kovd, véetné Cr(VI) na formy

méne toxické a nerozpustné (Pettine et al., 1994; Kim et al., 2001; Wielinga, et al., 2001)
8Cr02~(aq) + 3HS (aq) + 17H,0 — 8Cr(OH);(s) + 3502 (aq) + 130H (aq) (11)

Bylo zjisténo, ze nékteré siran redukuijici baktérie mohou prfimo enzymaticky redukovat
Fe(llD, Cr(Vl) a U(V), ale nejsou schopny rdstu pri pouziti t&chto kovd jako akceptord
elektronu (Lovley et al., 1993; Lovley a Phillips, 1994). Tebo a Obraztsova (1998) viak
prokdazali na kmeni Desulfotomaculum reducens sp. MI-1 redukci Cr(VI) a dalsich kovu:
Mn(V), Fedll), UV, jako soucdst energii generujiciho metabolizmu podporujiciho

anaerobni rist a to za nepritomnosti sirand.

Tato schopnost byla prokdzdna s vyuzitim mdselnanu jako zdroje uhliku. Také dalsi
substraty: mlécnan a valeran vykdzaly r0st tohoto kmene baktérie s vyuzitim vyse
uvedenych akceptord elektronu. Substraty byly oxidovdny nelplné na octan.
V piipadé absence akceptord elekfronu k bakteridinimu rdstu nedoslo. Reakce a
termodynamika redukce Cr(VI) a siran0 podporujici tento mechanizmus bakteridinino

rustu jsou ndsleduijici (Tebo a Obraztsova, 1998):
AGo (kJ.mol 1)

CH;CH,CH,CO0™ + 2/3Cr,0%~ + 4/3H, 0 + 1/3H* — 2CH;C00™ + 4/3Cr(0H);  -333  (12)
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CHsCH,CH,COO~ + 1/4S02~ > 2CH,C00~ + 1/2HS™ + 1/2 H* -28 (13)

Stejnou vlastnost bakteridinino rdstu s vyuzitim Cr(Vl) joko jediného akceptoru
elektronu (jako ndhrada za SO4%) zjistli Cheung a Gu (2003) u izoldtu siran redukujicici
baktérie nazvaného TKW. Obdobné byla prokdzdna enzymatickd redukce Cr(VI) u

Desulfovibrio vulgaris, druh Hildenborough (Ehrlich, 2002).

Dalsim prikladem redukce Cr(Vl) je neprimd redukce biogennim Fedl) vznikajicim

metabolickymi procesy zelezo redukujicich baktérii (Somasundaram et al. 2011):

CoH1,04 + 24Fe3t + 12H,0 - 6HCO3 + 24Fe?t + 30H~ (14)
3/4C3Hs O3 + 3Fe(OH);(s) » 3/4C,H;05 + 3Fe?* + 3/4HCO3 + 2H,0+ 1/40H~ (15)

3Fe?* + HCrO; + 8H,0 - 3Fe(OH);(s) + Cr(OH);(s) + 5H™ (16)

Je tézké stanovit, zda kredukci Cr(Vl) dochdzi primdrné primo, tedy enzymaticky
nebo neprfimo biogennim sulfanem nebo Fe(ll). Na zdkladé kinetiky obou procesd, kdy
Wielinga et al. (2001) uvadi vice nez 100x rychlegjsi redukci Cr(VI) dvoumocnym
Zelezem oprofti pfimé bioredukci ksnenem D. vulgaris, se 1ze domnivat, Ze dominujicim
procesem v anaerobnich systémech bude nepfimd redukce biogennim Fe(l) nebo

sulfanem.

3.3.6 Mechanizmus biologické redukce Cr(VI)
Napr. Lovley a Phillips (1994), Michel et al. (2001) nebo Cheung a Gu (2007) se ve

svych studiich zaméfili na studium enzymu, které katalyzuji biologickou redukci Cr(VD).

V pfipadé aerobnich baktérii je az na vyjimky redukce Cr(Vl) katalyzovdna
rozpustnymi enzymy. Prikladem jsou rozpustné Cr(VI) reduktdzy flavoproteiny ChrR a
YieF purifikované z Pseudomonas putida MK1 a Escherichia coli (Cheung a Gu, 2007).
ChrR katalyzuje nejdiive prenos jednoho elektronu, ndsleduje fransfer dvou elektrond
na Cr(VI) za vzniku meziproduktd Cr(V) a/nebo Cr(V) pred dalsi redukci az na CrdlD. |
kdyz cast Cr(V) se spontdnné reoxiduje za vzniku reaktivnich kyslikatych Iatek, redukce
Cr(V) ftransferem dvou elektrond katalyzovanym ChrR omezuje moznost vzniku
Skodlivych radikdld (Ackerley et al., 2004). Enzym YieF vykazuje prenos Ctyr elektrond
najednou. Tri z nich jsou spotfebovdny primou redukci Cr(VI) na Cr(ll), zbyly elektron
redukuje kyslik. V pfipadé aerobnich baktérii Pseudomonas Maltophilia O-2 a Bacillus

megaterium TKW3 je redukce Cr(Vl) katalyzovdna membrdnoveé vdazanymi
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reduktdzami. Z baktérie Bacillus megaterium TKW3 byla izolovdna redukidza vyuzivajici
NADH jako donor elektronu. Kinetika redukce Cr(VI) vSak jesté nebyla popsdna
(Cheung et al., 2006).

V anaerobnich podminkdch je redukce Cr(Vl) zprostredkovdna jak rozpustnymi

enzymy, tak i membrdnové vazanymi - periplazmatickymi enzymy.

U siran redukujicich a siru  redukujicich baktérii byl  zjistén velky pocet
periplazmatickych enzym( - vice hemovych cytochrom( c oznacovanych jako
cytochromy c3. Lovley zjistil, Ze tetrahemovy cytochrom c3 baktérie Desulfovibrio
vulgaris kenen Hildenborough katalyzuje redukci a srdzeni U(VI) a Cr(VI) (Lovley et al.
1993; Lovley a Phillips 1994). Jinymi autory byly v baktériich Desulfovibrio zjistény dalsi
vice hemové cytochromy c3. Michel et al. (2001) festovali schopnost nékolika
polyhemovych cytochromi ¢ a hydrogendz siran redukujicich a siru redukujicich
baktéri:

J cytochrom c3 (z Desulfovibrio vulgaris Hildenborough)

J cytochrom c3 (z Desulfomicrobium norvegicum)

o cytochrom c7 (z Desulfuromonas acetoxidans)

J cytochrom ¢553 (z Desulfovibrio vulgaris Hildenborough)

o cytochrom ¢3 H35M (mutovany cytochrom z Desulfovibrio vulgaris

Hildenborough)

o cytochrom c3 H22M (mutovany cytochrom z Desulfovibrio vulgaris

Hildenborough)
o (Fe) hydrogendza (z Desulfovibrio vulgaris Hildenborough)
o (Ni-Fe-Se) hydrogendza (z Desulfomicrobium norvegicum)

Vysledky laboratornich zkousek ukdzaly, ze schopnost redukovat Cr(VI) maji kromé
dalsich cytochromd c i dalsi enzymy napr. (Ni-Fe-Se) hydrogendza a predevsim (Fe)
hydrogendza. Tyto hydrogendzy se nachdzi rovnéz v periplazmatu baktérii. Pro jejich
nizké obsahy a senzitivitu na kyslik a teplotu se viak jejich promyslové vyuziti autory

nedoporucuje.

Naproti tomu dobrd termostabilita cytochrom ¢3 a jejich vysokd koncentrace v SRB
je ¢inni potencidiné vhodné pro primyslové vyuziti. Nicméné, Michel et al. (2001)

doporucuii vyuzit aktivity celych bunék a smésnych populaci nez Cistych proteind.
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Naopak, Cheung a Gu (2007) vidi budoucnost ve zvyseni redukcniho potencidlu
Cr(VIl) reduktdz genetickym a/nebo proteinovym inZzenyrstvim a po vyreseni jejich

imobilizace je vyuzivat k bioremediaci Cr(VI).

+ endogenous &
+ NAD(P)H

28 ATP

SR/MR/
cytochromes

/ﬂ enzymes

carbohydrates, oxidation
proteins, fat or H, products or H*

2 v 2

Obr. 4: MozZné mechanizmy enzymatické redukce Cr(lll) za aerobnich (horni éast) a

v 2

anaerobnich (dolni éast) podminek (pfevzato z Cheung a Gu, 2007).

Poznamka k Obr. 4: za aerobnich podminek enzym ChrR baktérie P. putida MK]
katalyzuje kombinaci prenosu jednoho a dvou elektroni na Cr(VI) za prechodného
vzniku Crs*. Enzym YieF baktérie E. coli zprostfedkovava pienos éfyr elektronu pro
pfimou redukci Cr(Vl) na Crdll) a transferem zbylého elektronu na Kkyslik. Blize
nepopsand membranové vazand Cr(VIl) reduktaza byla izolovana z B. megatérium
TKW3. Pro anaerobni prosifedi jsou uvadény jak rozpustné, tak i membranové vazané
enzymy redukujici Cr(VIl), véetné cytochromu, které jsou souédsti systému prenou
elektronu. Enzymy zué astiiujici se redukce Cr(VI) jsou uvedeny v rameéku. SR a MR

znamenda rozpustné, resp. membrdnové vazané reduktazy.

3.3.7 Komplexace Cr(lll) pri biologické redukci Cr(VI)
Mnoho bakteridinich kmenU je schopno redukovat Cr(VI) na Crdll). Identifikaci
koncovych produktd redukce vsak byla v literatufe vénovdna mald pozornost. Je
obecné minéno, Zze mikrobidlni redukce Cr(VI) vytvari primarné nerozpustny Cr(ll) jako
Cr(OH)s nebo Cr20s na zdkladé chemické povahy Crdll) v anorganickém prostredi.

Pribyvaji viak dikazy o tom, Ze nerozpustny Cr(ll) nebyvd koncovym produktem po
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mikrobidlni redukci chromanu. Vyznamné mnozstvi Cr(ll) zOstava v supernatantu
bakteridlnich kultur a nesrdzi se po redukci (napr. Shen a Wang, 1993 nebo Middleton
et al., 2003). Rovnéz terénnim mérenim byly zjistény koncentrace Cr(ll) vyssi, nez se
predpokladd pri rozpousténi Cr(OH)s a Cr20s (Icopini a Long, 2002). Kromé toho bylo
zZjisténo, ze enzymatické redukce chromanu vytvar organo-Crdll) komplexy, kde je
Cr(lll) vézdan na mikrobidlni organicky reduktant, jako je cytochrom c7 (Assfalg et al.,
2002) a NAD+, (Puzon et al., 2002)

V rdmci studie Puzona et al. (2002) byly testovany koncové produkty biotické redukce
Cr(Vl) za piitomnosti celuldrich organickych metabolitd. Byla zjisténa tvorba jok
rozpustnych, tak i nerozpustnych organo-Cr(lll) koncovych produktd béhem redukce
Cr(Vl), viz Tab. 1. Ddle bylo zjisténo, ze kontakt jiz redukované frojmocné formy chréomu

s celularnimi organickymi metabolity organo — Cr(lll) komplexy nevytvari.
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Tabulka 1: Koncentrace rozpusténého Cr(lll) v organo - Cr(lll) komplexech (Puzon et

al. 2005).
Rozpustnost Organicky ligand Rozpusteny Crdll) Percentuelni
komplexu@ (mmol/l)e mnozstvi rozp. Crdll)
vysoce rozpustné | histidin 5,01 +0,06 100%
organo - Cr(ll) | glutation 4,76 £0,15 95%
komplexy a-ketoglutarat 4,65 +0,05 93%
citrat 4,30+0,10 86%
askorbdt 4,21 +0,17 84%
malat 3,88 +0,04 78%
serin 3.62+0,14 72%
cystein 343 +£0,10 69%
pyruvat 3.25+0,17 65%
oxalacetat 2,86 +0,05 57%
mdlo  rozpustné | leucin 0,71+0,04 14%
komplexy glycin 0,68 +0,01 13%
nerozpustné sukcinat 0,02 +0,01 0.4%
komplexy
sumarat <0,01 0%
laktat < 0,01 0%
tyrosin < 0,01 0%
octan <0,01 0%
etanol <0,01 0%
kontrola KPi - | 100mMKPipH 7,0 < 0,01 0%
Crdllly

a — Komplexy byly sdruzeny na zdkladé mnozstvi prfitommného rozpusténého Cr(ll), vysoce
rozpustny (> 1 mM), mdlo rozpustny (0,02 az 1 mM) a nerozpustny 0,02< 0,02 mM). ¢ - Po&atecni
koncentrace chromu pro kazdou reakci byla 5 mM. Redukce byla provedena v anaerobnich
podminkdch za pritomnosti nebo nepiitomnosti 20 MM organické Iatky a pri pouziti pufru 100
mM KPi pH 7,0 pfi 23°C.

Mechanizmy uvolnéni intfraceluldrné vzniklych rozpustnych organo - Cr(lll) komplexd
mimo buriky mikroorganizmd nejsou zndmy. K uvolnéni mize dojit bud lyzi bunék nebo
zpUsobem podobnym exportu proteind (Andersen et al., 2001) nebo jinymi

fransportéry ATP-vazebnych kazet (Ballatori, 2002) anebo jinym zpUsobem.

Rozpustné komplexy mohou rovnéz vznikat mimo bunku interakci chrému
s infracelularmimi komponenty uvolnénymi z bunék. Dogan et al. (2011) studoval roli
exopolymernich Iatek (EPS) na mikrobidlni redukci Cr(VI) dvéma kmeny Pseudomonas
(P. putida P18 a P. aeuroginosa PI16). Exopolymerni I&tky jsou produkovdany
mikroorganizmy jako odpovéd na environmentdini stres. Timto stresem miZe byt i
ucinek toxickych Iatek jako je Cr(VI) (Priester et al., 2006). V rdmci studie Dagana et al.
(2011) byly studovdany Ucinky uronovych kyselin (kys. galakturonové, glukoronové a

algové) jako hlavnich EPS pfimo extrahovanych z vy$e uvedenych mikroorganizmd.
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Vysledky ukdzaly, ze redukce Cr(Vl) baktéri Pseudomonas vede Kk produkci
rozpustnych koncovych produktd Cr(ll) a nikoliv ke srazenindm Cr(lll), joko Cr(OH)a).
Pritomnost komplexnich ligandd (uronovych kyselin) stimuluje redukci Cr(VI), avsak
zdaroven zvysuje rozpustnost Cr(ll). Rovnéz bylo zjisténo, ze pritomnost Crll) vyrazné
snizuje aktivitu Cr(Vl) reduktdzy obou baktérii, a ze tento inhibi¢ni efekt byl snizen
doddanim uronové kyseliny (kys. algovd). Dagan et al. (2011) dosel k zavéru, ze
vytvorené organo-Cr(lll) komplexy chrdani cytoplazmatické a/nebo periplazmatické
enzymy Cr(Vl) reduktdzy pred inaktivaci Crdll) tim, ze komplexovany Cr(ll) jiz neni
dostupny pro ostatni molekuly jako jsou povrchovd mista bunék zodpovédnych za
redukci Cr(VD).

Komplexy zUstavaii rozpustné a stabilni v Sirokém rozmezi pH od cca 4 do 14 (podle
typu komplexu). V pripadé vyskytu organo - Crdll) komplexd v horninovém prostiedi
mohou tyto umoznit interakci s manganem a muize tak dojit k reoxidaci Cr(ll) na Cr(VI)
(Barlett a James, 1979). Komplexy mohou byt rovnéz v prirodnim prostredi preménény
na Cr(OH)s nebo Cr0Os pomalou vyménou ligandd nebo mikrobidini utilizaci

organické slozky.
3.4 Redukce Cr(VI) éasticemi nulmocného nanozZeleza

Nulmocné Zelezo (FeC, zero valent iron — ZVI) predstavuje mirné redukeni cinidlo
schopné redukovat Sestimocny chrom Cr(VI). Pri imobilizaci Sestimocného chrému
v horninovém prostredi dochdzi k jeho redukci na trojmocnou formu, K jejimu vysrdzeni
v podobé nerozpustné srazeniny a tim k fixaci Sestimocného chrému v horninovém

prostredi. Redukce chromanu probihd dle rovnice:
CrO;” + Fe’(s)+8H" —— Fe* +Cr’* +4H,0 a7

Standardni elektrodové potencidly spolu se zApisem poloreakci ve sméru redukce jsou

uvedeny nize (Gheju, 2011):

HCrOs +7H" 43¢ ——Cr* +4H,0 E’ =133V
Fé* +3¢ ——F¢ E’=-0037V (18-20)
Fé* +2¢ ——F¢ E’ =-0441V

Vzhledem k uvedenym standardnim elekirodovym potencidlim Ize predpoklddat, Ze

chromanem se Fel bude oxidovat az na Fe(ll).
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Za béznych podminek se vznikajici tfrojmocné ionty obou kovU ddle srdzeji za vzniku
nerozpustnych cCistych (rovnice 21 a 22) nebo smésnych (rovnice 23 a 24)

hydratovanych oxidd nebo hydroxidd podle ndsledujicich rovnic:

Cr* +3H,0——CHOH),(s)+3H"
Fé" + HO——>FeOH),(s4+3H"
(-x)Fé" +xCr" +2H,0—Fe, ,CrOOH(s)+3H" ©1-20)
(1—x)Fé" +xCr* +3H,0——Fe, _Cr(OH),(s)+3H"

(-x)
x=0.75-0.66

Souhrnné Ize proces redukce a srdzeni (rovnice 17, 21 a 22) popsat jedinou rovnict:

CrO> + Fe'(s)+4H,0——> Fe(OH),(s) +Cr(OH),(s)+20H" 25)

Zrovnice (25) je zfejmé, Zze pH béhem celého procesu roste. Ve fdzi redukce se
spoftfebuje vice protond nez jich vznikne béhem fdze srdzeni. Schematicky cely proces
ilustruje Obr. 5. Teoreticky moldrni, a prakticky i hmotnostni pomér reakce mezi Cr(VI) a
Fel je 1:1. Vpraxi je ale nuiné volit davkovani Fed daleko vyssi nez je ddno
stechiometrii reakce, kvUli pasivaci povrchu nanocdstic a neaktivnimu podilu
nulmocného zeleza uvnitf nanocdstice. V literature (Zhang, 2003) se uddavaji hodnoty
v Sirokém rozmezi od 50 do 180 mg Cr(VD)/g Fe® v zdvislosti na experimentdinich

podminkdach.

~»Cr(OH); +50H

"Hlﬂ' | Fc.l-f
(—;rn-‘z- e
{Cr,Fe;s{OH); + 20H "
= l- e, =3
"\_3{"{;_-“2“1 o 3
i " Fe’
F-‘e“ |
._\
'\. 4

Obr. 5: Schéma redukénich a sraZecich reakci probihajicich na rozhrani
nanoédstice/voda

Pribéh redukéniho déje (rovnice 17) je znacné zAvisly na pH podzemni vody, kdy

s klesajicim pH rychlost reakce roste. Laboratorni testy ukdzaly, ze optimalni pH se
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pohybuje kolem hodnoty 5 (Yoon 2011). Vétsina autord vsak uvddi joko optimalni
pH=3 (Alidokht at al., 2011; Niu et al., 2005; Rahmani et al., 2011). Dal3i snizovani pH
nevede Kk urychleni reakce, nebot se zacingji uplatnovat dalsi jevy jako je vliv pH na
rozpustnost vznikajicich srazenin, tvorba elektfroneutrdini kyseliny chromové atd.
ZAvislost prObéhu redukce na pH doklddd ndsledujici obrdzek (Christophoridis et al.,
2009).

20 - pH=3
—a— pH=3
15k - pH=T7
—— pH=9

10 f

Residual Cr(VT) concentration (mg/L)

0 0 20 30 40 50 60 70
Reaction time (min)
Obr. 6: Viiv pH na pribéh redukce Cr(VI) (Cco=20 mg/I, Cre0=0.6 g/I) (Christophoridis
2009)

Viiv teploty na Ucinnost imobilizace zkoumal Wu s nanocdsticemi stabilizovanymi
magnetitem (Wu et al., 2009). Zjistény vliv teploty byl maly. Pfi poklesu teploty ze 45°C
na 25°C se UcCinnost procesu zvysila zhruba o 10%. Vysvétleni tkvi ziejmé ve vetsi
ndachylnosti nanocdastic k aglomeraci pri vyssich teplotdch. Na druhou stranu, zcela
opacnd reakeni zavislost na teploté byla zjisténa v prdci zabyvaijici se nanocdsticemi

stabilizovanymi karboxymethylcelulézou (Wang et al., 2010).
3.4.8 Pasivace nanocdstic

Ve vodném prostfedi se nuimocné Zelezo rovnéz pasivuje (koroduje) oxidaci vodou
(anaerobni podminky (26)) nebo v ni rozpustenym Kkyslikem (aerobni podminky (27)),
poprfipadé s dalsimi pritomnymi oxidacnimi Cinidly (napf. dusicnany), pricemz

vyznamnéjsi je koroze v aerobnim prostredi:

Fe'+2H,0——>Fe* + H,(g)+20H"

) g (26-27)
2F" +4H" +0,(g)—2Fe* +2H,0
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Obé reakce vedou ke zvyseni hodnoty pH podzemni vody a ke snizeni hodnot
oxidacné-redukéniho potencidlu. Pri niz§im pH probihd koroze rychleji (Christophoridis
et al., 2009).

Yoon et al. (2011) laboratornimi pokusy s mikro zelezem zjistil rychlejsi pokles
koncentrace Cr(VIl) za pritomnosti kysliku, tedy v oxickych podminkdch a to pri
pokusech provadénych za pH 4, 5 6. Vysvétleni ziejmé spociva v usnadnéni sorpce

Cr(Vl) na vzniklych oxidech zeleza.

Vznikajici dvojmocné Zelezo se srdZzi v podobé hydroxidu Zeleznatého (pKs=15,10)
v zAsadité oblasti pH (pH minimalni rozpustnosti ~10,8). Dvojmocné Zelezo se miZe za
vysoké koncentrace rozpusténého kysliku a pH>7 (s kinetikou znac¢né zdavislou na pH)
ddle oxidovat na trojmocné Zelezo, které se jako hydroxid Zelezity srdzi jesté 1épe
(PKs=39,43; pH minimdini rozpustnosti ~7.,5). V kyselé oblasti (pH~5) previadaji
dvojmocné i trojmocné zelezo v rozpusténé formé. Cely proces ilustruji ndsledujici i

rovnice (28) a ddle rovnice (27) a (22):
Fe** +2H,0—— Fe(OH),(s)+2H" (28)

Dvojmocné Zelezo vzniklé reakcemi (26 a 27) je z termodynamického hlediska stdle
dostatecné siinym redukénim cinidlem schopnym redukovat Cr(VI), coz dokazuje
hodnota standardniho elektrodového potencidlu ve sméru redukce (29), i kdyz reakce
jiz probihd, diky vyssi hodnoté E0, méné ochotné. Obdobné totéz plati i pro vodik

(rovnice 30) vznikajici pri korozi nuimocného Zeleza vodou reakci (26) (Wu et al., 2009).

Fe’t +e —— Fe™ E’=0,771V

(29-30)
2H' +2¢" ——>H(g) E'=0V

Gheju (2011) velmi dobre popisuje mechanismy nepfimé homogenni redukce Cr(VI)
produkty koroze Fel, Problematicky tedy neni vznik samotnych rozpustnych produktd
koroze (Fedl), Fedll), H2) ale pokryti nanocdstic zZeleza pasivacni vrstvou mdlo
rozpustnych hydroxidd Fe(OH)2 a Fe(OH)s, které zpomaluji prenos hmoty i ndboje na

rozhrani Cdastice/voda.

Srazenina hydroxidu Zelezitého, kterd svym skuteCnym slozenim |épe odpovidd
hydratovanému oxidu Zelezitému (Fe203.xH2O nebo amorfni FeO(OH)) nez Fe(OH)s,
ddle zraje a méni se postupné na a-FeO(OH) (goethit), y-FeO(OH) az nakonec na

Fe203 (hematit) v zdvislosti na hydrochemickych podminkdch zvodné.
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Naopak, Xu a Zhao (2007) tvrdi, ze vznikagjici produkty koroze nejsou schopné ddle
redukovat Cr(VD).

3.4.9 Kinetikareakce

Kinetika redukce Cr(VI) nuimocnym Zelezem se zpravidla popisuje pomoci rovnice pro
reakci pseudoprvniho radu (Chritophoridis et al., 2009):

_dee _

@1
dt Cr

kde ccr predstavuje moldrni koncentraci chromu, f ¢as a kje pozorovand rychlostni

konstanta (min-'), predstavuijici smérnici vztahu In(cer) versus ¢as (min).

Pokud bychom vztahli rychlostni konstantu reakce na celkovy povrch Castic (rovnice
32), ziskdme normalizovanou rychlostni konstantu ksa a zjistime, Ze je viceméné

konstantni jak pro makro Zelezo tak pro nano zelezo (Chritophoridis et al., 2009):

k

k. =
aSIOFe

32)

SA

Cs....specificky povrch nanocdstic (m2/g)
pPre.....nmMotnostnikoncentrace nanocastic (g/h

Pozorovanad rychlostni konstanta k linedrné roste s rostoucim mnozstvim aplikovaného
nanozeleza a naopak klesa s rostouci koncentraci kontaminantu (Chritophoridis et al.
2009). Linedrni zavislost pozorované rychlostni konstanty na koncentraci kontaminantu
byla pozorovdna i u daliich kontaminantd (napf. CIU). Ponder pii pokusech
s nanocasticemi vazanymi na nosiCi z pryskyrice (Ferragel) ddle zjistil, ze pri prekroceni
kritického moldrniho poméru nZVi/kontaminant rovného 10 pozorovand rychlostni
konstanta ndhle vzroste, coz neodpovidad rovnici (31) (Ponder et al., 2010). V pripadé

Cr(VI) vzrostla pozorovana rychlostni konstanta asi 5x.

Intfegrdini tvar kinetické rovnice (31), popisuje klesajici exponencidlni kiivku a ma tvar:
c=ce (33)

JelikoZz chemickych i fyzikdinich déji projevujicich se poklesem koncentrace Cr(Vl) se
uplatiiuje vice najednou, ndzory na skutecny fdd reakce redukce jsou rizné. Zde
zminénad rychlostni rovnice pro reakci pseudoprvnino fadu je viak hojné pouzivana
(Chritophoridis et al., 2009, Alidokht et al., 2011) pro vyhodnoceni rychlosti pribéhu

této heterogenni reakce.
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3.4.10 Sorpce Cr(VI) iontu na povrchu nanoZeleza a produktech jeho

oxidace

Predpoklada se, ze samotné redukci predchdzi sorpce (nejspis chemisorpce) Cr(VI) na
povrhu cdstic nanozeleza (Niu et al., 2005). Doba trvani této faze (primdrni sorpce) je
odhadovdna na jednotky minut. Poté dochdzi ndsledné k redukénim pochodim a k

tvorbé srazeniny na povrchu nanocdastic (Alidokht et al., 2011).

O sekunddami sorpci hovorime v piipadé sorpce aniontd Cr(VI) na povrchu vzniklych
hydroxid(. Obecné plati, Ze sorpce aniont’ klesd se vzristajicim pH, nebot na povrchu
hydroxidd zadind prevazovat zdporny ndboj. Vyssi pH podporuje naopak sorpci

kationt( (redukovany Cr(lD).

Zatimco v pripadé primdrni sorpce je CrOs2 nakonec imobilizovan v podobé
nerozpustného hydroxidu chemickou redukci nanozelezem, CrO42 vazany sekundarni
sorpci nikoliv (Geng et al., 2005). Proto muUze sekunddarné vazany CrO42- predstavovat
zdroj uvolnovani kontaminantu zpét do roztoku, zejména prfi zméndch pH popripadé

pfi navyseni koncentract jinych vicemocnych aniontd (SO42-, PO43).
3.4.11 Aglomerace nanocdstic a jejich modifikace

Jevem, ktery negativné ovliviuje pouziti nZVI k redukci Cr(VI) je ndchylnost k tvorbé
agregdatt/clusterd. Tim se zvétSuje velikost Cdstic, coZz md za ndsledek snizeni
specifického reakcniho povrchu i snizeni mobility Cdastic v horninovém prostredi. Udava
se, ze Castice nZVI migruji v horninovém prostredi pouze do vzddlenosti nékolika metrd
od aplika¢niho vrtu (Zhang, 2003). Obecné plati, Ze mira tvorby agregdtl klesa se
snizujicim se promérem pripravenych nanocadstic. Ddle se uvddi, ze pii velmi nizké
koncentraci (<30 mg/l) zOstavaji nanocldstice stabilni bez ohledu na jejich velikost
(Keane, 2009). Mechanism( aglomerace je nékolik a jsou zaloZzeny na magnetickych,
elektrostatickych i gravitacnich pritazlivych sildch. Fotografie clusterd nanozeleza

porizend fransmisnim elekironovym mikroskopem (TEM) je na Obr. 7.
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Obr. 7: Fotografie clusterd nanoédstic nulmocného Zeleza (Wang et al., 2010)

Ztéchto dOvodU se v poslednich letech objevuji snahy o modifikaci/stabilizaci
nanocastic, kterd by zabrdnila jejich agregaci s vidinou snizeni nutnych ddavek nZVi
k dosazeni pozadované ucinnosti sanace. Nékolik moznosti modifikace nanocastic

zminovanych v odborné literature je uvedeno ddle v textu.

Jednou z moznosti je priprava cdstic emulzifikovaného nanozeleza (Emulsified Zero
Valent Iron — EZVI), kdy jsou nanocastice enkapsulovany do hydrofébniho oleje a celda
micela je stabilizovana pridavkem surfaktantu (viz Obr. 8). Olejova vrstva stabilizovand
surfaktantem se po aplikaci pomalu rozpousti a degraduje a pozvolna uvolfiuje

reaktivni nanocdstici.
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Obr. 8: Schéma ¢ astice emulzifikovaného nZVI (Watlington, 2005)

DuUleZitou velicinou, kterd md vliv na aglomeraci nanocdstic, je elektrokineticky
potencidl (€ - potencidl), ktery se vytvdii pri iontové adsorpci na povrchu nabité
nanocdstice (elektrickd dvojvrstva) (Wang et al. 2010). Na velikost { potencidlu ma viiv
pH i iontova sila roztoku. Pri urCité hodnoté pH je € potencidl nulovy a dochdzi ke
shlukovani ¢dstic. Elekfrostatickd stabilizace nanocdstic za pouziti nékterych polymerd
(napriklad  karboxymethylceluldéza) je vétSinou zalozena prave na zvySovani
povrchového ndboje nanocdstice a tim i { potencidlu a vzdjemnych repulsnich sil

mezi nanocdsticemi.

Drunym zpUsobem stabilizace je stabilizace stérickd, kdy je nanocdstice obalena

hydrofilnim polymerem. V praxi mohou byt uplatnény i oba pristupy zéroven.

Alidokht a kol. zkoumali moznost stabilizace Skrobem a ukdzali, Ze stabilizované
Cdstice jsou schopné zredukovat priblizné 1,6x vice Cr(VI) nez nestabilizované Cdstice
nZVI (Alidokht et al., 2011), a to konkrétné 33,33 mg Cr(Vl)/g Fe(0). 99% ucinnosti
redukce stabilizovanymi cdsticemi bylo dosazeno za 60 minut trvdni reakce
(c(Cr(VI))o=20 mg/I, c(Fe)=0,6 g/I, pHo=5).

Ke stabilizaci nanocdstic byla vyuzita napriklad karboxymethylceluldza (CMC) (Franco
et al.,, 2009). Nanocdstice byly pripraveny redukci roztoku siranu zeleznatého
tetrahydrogenboritanem sodnym za pridavku CMC v ulirazvukové Idzni. Experimenty
byla prokdzana vyssi  efektfivita  stabilizovanych  nanocdstic v porovndni

s nestabilizovanymi. 99% redukce bylo dosazeno za 24 hodin frvani pokusu
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(c(Cr(V)=1000 mg/l, cFeo/c(Cr(VD))=3, pHo=5). Jako optimdini je uddavana
koncentrace CMC 500 mg/I pfi koncentraci Fe® 100 mg/l. Nevyhodou pouziti CMC je,
Ze organické produkty jejiho rozkladu mohou zvySovat rozpustnost vznikajiciho Crdlll).

Navic obal z CMC zabranuje samotnému pribéhu redukeni reakce.

Wu et al. (2009) pouzil ke stabilizaci suspenze nanozeleza magnetit FesOs, kdy
jednotlivé nanocdstice jsou vazdany na povrchu osmisténu magnetitu magnetickou
silou a fim je 4cinné branéno jejich aglomeraci, pficemz magnetit se rovnéz aktivné
zapojuje do probihagjicich redoxnich dé&ju. Jako optimdlni hmotnosti pomér FesOa:Fe je

uvedena hodnota 40:1.

Priblizné o 20% vyssi dcinnost redukce Cr(VI) byla zjisténa pri porovndni castic
stabilizovanymi polysacharidem chitosanem (c(Cr(VI))=400 mg/l. c(Fe(0))=0.2 g/l
s Casticemi nestabilizovanymi pri dobé trvani reakce 180 minut (Geng et al., 2009).
Navic, takto upravené cdastice jsou stabilni pri kontaktu se vzduchem po dobu 2
mésicu.

3.4.12 (Eko)toxicita nanocdstic Zeleza

Praci, které by se vénovaly ekotoxickym viivim nZVI, zejména na autochtoni mikrofléru
horninového prostiedi zasazené injektdzi, je pouze nékolik (Grieger et al., 2010).
Vzhledem k pomérné rychlym preméndm nZVI a nizké migracni schopnosti Ize
ocCekavat, Ze ekotoxicky efekt bude pouze lokdlni s pfirozenou obnovou pUvodniho
ozZiveni po spotfebovdani veskerého nzVI. Cas Zivotnosti nZVI se odhaduje priblizné na
3/4 roku v zavislosti na typu pouzitého nZVI a okolnich podminek. Aktivni reakéni doba
nanocCdstic je kratsi. Plosné vetsi ekotoxicky efekt Ize ocekdvat pii pouziti

modifikovanych castic s vetsi migracni schopnosti.

Prvotni ekotoxicky viiv nZVI Ize spatfovat ve vyvolanych hydrochemickych zméndch

(narUst pH a pokles En), které vyvolaji odpovidajici zménu mikrobidlniho oziveni.

Lee a kol. zistili linedrni zdvislost mezi koncentraci nZVI a logaritmem inaktivace
bakteridiniho kmene E. Coli (Lee et al.,, 2008). Toxicita nZVI byla daleko nizsi piri
aerobnich podminkdch a toxicky Ucinek nebyl pozorovdn v pripadé jinych forem
vyskytu Zeleza (makrozelezo, Fe(lll)). Proto Ize predpokiddat, Ze ekotoxicky efekt je
zpUsoben jednak nZVI a také ionty Fe?+, a Zze Cdstice nZVI prestdvaii byt toxické po
jejich kompletni oxidaci. Za anaerobnich podminek byl pfi koncentraci nZVI 9 mg/I
pozorovan pokles poctu kolonii E. Coli o vice nez 4 fady (pocatecni oziveni 1 — 2x 109
KTJ/ml)
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Chen uvadi, ze pokles poctu kolonii tvoricich jednotek byl priblizné 65% a 20% pfi
expozici gram-negativnich bakterii E.Coli, respektive gram-pozitivnich bakterii B.subfilis
vodné suspenzi nZVI o koncentraci 1g/1 trvajici 1 hodinu (Chen et al., 2011). Chen ddle
uvadi, Ze dUlezitym parametrem, ktery vyznamné snizuje toxicitu nanocdstic je
pritomnost huminovych kyselin. Ddle se v literature uvadi, Zze toxicita modifikovanych
nanocdastic potazenych polymery (poly(styrensulfondt), polyaspartat, atd.) je vyrazné
niz§i nez v pripadé cistych nanocastic. Polymery ziejmé zabranuji primému kontaktu

nanocdstice s bunkami bakteri.

Toxicky vliv Fe2+ iont0 je s nejvétsi pravdépodobnosti zpUsoben Fentonovym reakénim
mechanismem (rovnice 34 az 36), pri kterém jsou intraceluldrné generovany velmi
reaktivni hydroxylové a hydroperoxylové radikdly nebo kyslik, jez zpUsobuji burikdm
oxidativni stres, projevujici se poskozenim proteiny, lipidd i DNA. Jakym zpUsobem
dochdzi k transportu nanocdstic dovnitf bunky neni jasné, ale ziejmé se jednd o
pinocytézu nebo fagocytdzu. Zakladem procesu je reakce Fe?* iontd s peroxidem

vodiku, ktery se vyskytuje v nizké koncentraci v aerovanych podzemnich voddach:
Fe* +H,0,——>Fe’* +OH +O0H* (34)

Vzniklé ionty Fe3* mohou ddle reagovat speroxidem vodiku za vzniku
hydroperoxylovych radikdld nebo s hydroperoxylovymi radikdly za vzniku kysliku,

pricemz jsou regenerovany Fez+ ionty.

Fe* +H,0,—— Fe** +H"+OOH*

3 . 2 (35-36)
Fe" +OOH'——Fe™" +H" +0,

Primym toxickym efektem se vyznacuiji i samotné nanocdstice nZVI, které se sorbuji na
sténu bunky a obaluji ji nerozpustnymi produkty své degradace. Navic maji
nanocastice zrejmé schopnost fyzicky porusovat bunécnou membrdnu, ¢imz dochdzi

k naruini integrity a vyliti cytosolu z buriky (Cernik a kol., 2010).
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3.5

Zavér literarni & asti

NejdUleZitéjsi poznatky zjisténé béhem provedené literdrni reserse dostupnych zdroji

vztahujici se k problematice imobilizace chrému biologickou redukci a/nebo

abiotickou redukci Sestimocného chrébmu nanocdsticemi nulmocného Zeleza Ize

shrnout takto:

Biologickou redukci mikroorganizmy dochdzi k fransformaci Cr(Vl) na méné
toxickou formu Cr(lll). Cr(lll) v horninovém prostredi vytvari primdrné nerozpustny
Cr(OH)s nebo Cr20s.

Veétsina baktérii schopnych redukovat Cr(VI) patii do skupiny anaerobnich siran
redukujicich bakterii (SRB). Schopnost redukovat chréom byla nalezena rovnéz u
dal§ich anaerobnich a/nebo fakultativhé anaerobnich baktérii, ale také u fady

aerobnich baktérii.

Redukce Cr(Vl) mikroorganizmy souvisi s respiracnimi reakcemi, které
mikroorganizmOm poskytuji energii potfelbnou pro metabolizmus bunék a pro
jejich r0st. V prfipadé aerobnich baktérii je az na vyjimky redukce Cr(Vl)
katalyzovdana rozpustnymi enzymy. V anaerobnich podminkdch je redukce
Cr(VI) zprostredkovdana jak rozpustnymi enzymy, tak i membrdanoveé vazanymi -

periplazmatickymi enzymy.

Dalsim mechanizmem bioredukce je neprimd redukce hexavalentnino chrému
sulfanem, ktery vznikd jako produkt metabolismu siran redukujicich bakterii

nebo dvoumocnym Zelezem vznikajicim metabolickou redukci FedlD.

Proces abiotické imobilizace je pomérné slozity a zahrnuje nékolik rdznorodych
déjl. Témito déji jsou chemickd redukce Cr(VI) nulmocnym Zelezem i produkty
jeho koroze, vznik a preména srazenin obsahujicich Cr(ll), adsorpce Cr(VI) a
Crdll) na nanocdstice a na vznikajici srazeniny. Na viechny zminéné déje ma

z&sadni vliv pH.

Castice nzZVI jsou ndchyiné k pasivaci, kdy je jejich povrch pokryt mdlo
rozpustnymi srazeninami, a k aglomeraci, kdy dochdz kjejich shlukovani.
V téchto pripadech nelze plné vyuzit veskerého mnozstvi pouzitého nanozeleza

respektive velkého specifického povrchu nanocdstic.
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e Kpotlaceni aglomerace nanocCdstic jsou pouzivany stabilizacni Iatky jako
polymery, magnetit, pryskyfice atd. Takto stabilizované cdstice se projevuiji vyssi

acinnosti pri redukci Cr(VI).

e Informace o foxicité nZVI v ekosystému jsou velmi kusé. Ekotoxicky viiv na
bakteridini oziveni zpUsobeny nepiimo oxidativnim stresem nebo piimym
pUsobenim nanocdstice miZe byt vyznamny, avSak prostorové lokdini, kvuli
nizké mobilité nanocdastic v horninovém prostredi a Casové omezeny, vzhledem

ke ,starnuti* nZVI .
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4. Metody prdce

4.1 Laboratorni vsadkové pokusy

Laboratorni vsadkové pokusy zamérené na studium procesu bioredukce s vyuzitim

roznych substrato.

Technické provedeni téchto zkouSek bylo provedeno pracovniky TUL v rdmci
vyzkumného projektu TACR TA01021792, jehoz je autor dizertacni prdce hlavnim
reSitelem. Laboratorni vsddkové zkousky bioredukce byly provedeny se smési voda-
zemina ve vahovém poméru 5:1. Sohledem na nedostatecny ,prirozeny™ obsah
Cr(VIl) v podzemni vodé z lokality uvazované pro pilotni zkousku, byla tato pro ucely
zkousky spikovana Cr(VI) ve formé chromanu. Jako donory elektronu byly testovdany
tyto organické substraty: syrovatka, laktat a rostlinny olej a to véechny v koncentracich
TOC 500 mg/I a 100 mg/I. Pro zhodnoceni abiotické redukce a prirozené redukce byly
rovnéz nasazeny sterilni vzorky se substratem a vzorky bez substratu. Vzorky byly
frepdny a v pravidelnych intervalech analyzovdna pevnd a vodnd fdze na obsah
Cr(Vl) a Creei. a sledovany fyzikaini a chemické parametry vodné fdze. Ve vzorcich
vodné fdze byly provadény mikrobiologické kulfivaéni zkousky pro stanoveni
psychrofilnich baktérii, anaerobnich a fakultativné anaerobnich baktérii a siran
redukujicich baktérii. Na zacatku a na konci laboratorni zkousky bioredukce byly
provedeny testy ekotoxicity vodného podilu smési voda-zemina zalozené na méreni

inhibice luminiscence bakterii Vibrio fischeri.

Po ukonceni vsadkovych testd byla provedena zkouska stability precipitatd Crdll) za
rdznych hodnot pH. Pro zkousky byla pouzita zemina z laboratorni zkousky bioredukce
pri koncentraci TOC 500 mg/l vodné fdze, kdy byl pouzit jako substrat laktat a
syrovatka. Zemina byla predem volné ususena a presata sitem 3 mm a v zeminé
laboratorné stanoven obsah Creex. a Cr(VI). Do 250 ml reagencnich lahvi bylo
navazeno vzdy 30 g zeminy. Lahve byly zality 150 mi vyluhového roztoku o pH 5; 5,9 a
7. 1x za tyden bylo méreno pH, poprfipadé upraveno na pozadovanou hodnotu po
kapkach pomoci 0,35% HCI. Po ustaleni hodnot pH (65. den louzeni) byl vodni podil slit
a prefiltrovdan. Ve vodném i pevném podilu byly poté laboratorné stanoveny obsahy
Creek., a Cr(VD.
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4.2 Kolonové zkousky kombinace obou procesu

Cilem kombinovanych kolonovych zkou$ek bylo ovéreni redukénich procesd ve
vetsim méritku a v jejich posloupné kombinaci, tedy abiotické redukce nanozelezem

a biotické redukce s vyuzitim syrovatky jako organického substratu.

Kolony pouzité pri experimentu mély objem 5 | a byly napinény presitovanou a
homogenizovanou zeminou z kontaminované lokality Kortan Hradek n. N., viz Obr. 9.

Pritok kapaliny kolonou byl zdola nahoru.

Do kolon 2-4 byla pouzita 20% suspenze nanozeleza NANOFER 25 (NANO IRON, s.r.o0.),
davka nZVI byla 0,5 g/kg zeminy t1j. 5g/kolonu. Jedna kolona byla pripravena pouze se
zeminou (kolona 1). Po naplnéni byly saturované kolony ponechdny bez natoku vody

k usazeni naplné ustaveni rovnovahy po dobu 24 hodin.

Pro testy byla pouzivana voda z lokality Hradek, kterd byla uméle obohacena KoCrOa

tak, aby koncentrace Cr(VI) byly 20 mg/I, resp. 8 mg/I.

Obr. 9: Aparatura kombinovanych kolonovych zkousek

4.2.1 Prubéh kolonové zkousky
Pribéh kolonového testu Ize rozdélit do 3 etap:

1. etapa - pouze vliv nZVI: trvani od 24/7/2012 do 28/8/2012 (35 dni), natok vody

20 mg Cr(VI)/l do kolon 1-3, do kolony 4 vodovodni voda (pro posouzeni viivu
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starnuti NnZVI bez reakce nZVI s Cr(VI)), rychlost proudéni 90 ml/h, doba zdrzeni
20 hodin.

2. etapa - porovndni vlivu samotné syrovatky a syrovatky po aplikaci nZVI: trvani
od 28/8/2012 do 21/11/2012 (85 dni), po pridavku roztoku syrovatky do kolon 1
a 3, natok 8 mg Cr(VD)/I do viech kolon, pritok 7 ml/h, doba zdrZzeni 260 hodin.

3. etapa - po odeznéni mikrobidlni aktivity: frvéni od 21/11/2012 do 24/1/2013 (64
dni), natok 8 Cr(Vl) mg/I, pritok 14,5 mi/h, doba zdrzeni 124 hodin. V pfipadé
kolony 4 bylo trvani 3. etapy prodlouzeno do 22/4/2013 (152 dni).

Schema kolonové zkousky

1. etapa 2. etapa 3. etapa
kolona 1 | bez nzZVI, natok Cr(VD) syrovatka, ndatok bez syrovatky, ndtok
20 mg/I, zdrzeni 20 hod. Cr(VIl) 8 mg/l, zdrzeni Cr(VIl) 8 mg/l, zdrzeni 124
260 hod. hod.
kolona 3 | s nZVI, natok Cr(Vl) 20 syrovatka, ndatok bez syrovatky, ndtok
mg/I. zdrzeni 20 hod. Cr(VIl) 8 mg/l, zdrzeni Cr(VIl) 8 mg/l, zdrzeni 124
260 hod. hod.
kolona4 | s nZVI, pouze voda, syrovatka, ndatok bez syrovatky, ndtok
bez Cr(Vl), zdrzeni 20 Cr(VIl) 8 mg/l, zdrzeni Cr(VIl) 8 mg/l, zdrzeni 124
hod. 260 hod. hod.

Poznamka: Zkouska s kolonou 2 provedena nebyla (kolmaltovana jemnozrnnou frakci zeminy)

Syrovatka byla do kolon T a 3 naddvkovdna ve formé 2 | roztoku o koncentraci 3,5 g/I

pomoci cerpadla rychlosti 0,4 1/h (obsah TOC v susené syrovatce stanoven na 0,370

/.

Bé&hem zkousek byly odebirdny vzorky vody na pritoku a odtocich vsech kolon pro
analyzu Creei., Cr(VI) a méreni pH, Eh. Vzorky vod na odfoku byly rovnéz analyzovany
v rozsahu Uplného chemického rozboru (UCHR) a ddle byly pouzity pro kultiva&ni

mikrobidlni festy.

V zaveéru zkousky byly vzorky vody odebrané na ndtoku a na odtoku zkolon
podrobeny izotopové analyze Cr (laboratore Ceské geologické sluzby). Po ukonceni
pokusu, byly kolony zmrazeny a ndpln roziezdna na 5 segmentd znacenych KXA oz
KXE, kde X znaci Cislo kolony (1, 3 nebo 4) a pismena A az E znaci segment kolony, kdy

A je jeji odtokova cast a E je natokova cast.
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Zemina jednotlivych segmentU kolon byla v laboratorich TUL podrobena analyzdm na
stanoveni Creeik., Cr(VI) a Fe a ddle provedeny Tessierovy sekvencni extrakeni zkousky.
V pripadé kolon 1 a 3 byly se zeminou provedeny louzici zkousky za rdzného pH.
Rovnéz byl ve vzorcich zeminy kolon stanoven obsah fosfolipidovych mastnych kyselin

(PLFA) pro zhodnoceni mikrobidiniho osidlent (analyzy provedii pracovnici MU AV CR).

Tessierovy sekvencni extrakeni testy jsou analyticky proces, pri kterém je posloupné

chemicky louzen kov ze zeminy. Témito testy Ize rozlisit 5 zdkladnich vazeb kovu na

pevnou matrici (Tessier et al., 1979):

TS1: Vyménny podil kovu, tedy podi fyzikdiné vdazany elektrostatickymi silami
k zporné nabitému povrchu castic zeminy. Pro uré¢eni tohoto podilu byl vzorek zeminy
louzen roztokem CH3sCOONa o koncentraci 1,0 mol/l pfi pH 8,2 po dobu jedné hodiny

za stalého trepdni pri laboratorni teploté.

TS2: Podil kovu vazany na uhli¢itany. Je kvantifikovdn louzenim vzorku kyselinou, kterd
rozpusti kalcit a dolomit a uvolni kov, aniz by rozpustila organickou hmotu nebo oxidy
kovU nebo jilové minerdly. Vzorek zeminy byl louzen roztokem CH3COONa/CH3sCOOH
o koncentraci 1,0 mol/l pri pH 5,0 po dobu 5 hodin za stalého trepdni pri laboratorni

teploté.

TS3: Podil kovu vazany na oxidy Fe a Mn. Pro urceni tohoto podilu byl vzorek zeminy
louzen roztokem o smésném slozeni: Na2S:04 o koncentraci 0,3 mol/I, citronan sodny o
koncentraci 0,175 mol/l a kyselina citrénovd o koncentraci 0,025mol/l za stdlého

tfrepdni pri laboratoprni teploté po dobu 6 hodin.

TS4: Podil kovu vdzany na organickou hmotu. Pro stanoveni tohoto podilu je
organickd hmota oxidovdana pri 85°C nejprve smési 0,02M HNOs a 30% H202 o pH 2 po
dobu 2 hodin za obcasného protrepdni. Ddle je ke vzorku priddn 30% roztok H2O2 o pH
2 a vzorek je naddle louzen po dobu 3 hodin pri feploté 85°C za obcasného
protfepdni a ndsledné je ke vzorku pridan roztok octanu amonného o koncentraci
3,2 mol/l v 20% kyseliné dusi¢né a vzorek je louzen za neustdalého frepdni po dobu 30

minut.

TS5: Rezidudlni podil kovu, zpravidla vyskytujici se v miizce silikatd., Tento podil byl
kvantifikovan po opakovaném odkoureni smeési siinych kyselin - HF:HCIO4 v poméru
5:1.

Tessierovy sekvencni extrakeni testy byly provedeny pracovniky TUL.
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Ucelem zkousek louZitelnosti bylo posouzeni stability precipitatd Crdll) za rdznych

hodnot pH. Pro zkousky byla pouzita zemina z kolon 1 (bez nZVI) a 3 (s nZVI) po
ukonceni Ctvrtprovoznich zkousek. Konkrétné byly pouzity zeminy ze segmentd kolon A
(odtokovd cast), C (prostredni Cast) a E (ndtokovd Cast). Nejprve byly ve vzorcich
zeminy stanoveny koncentrace Creex. a Cr(VI). Vyluhové zkousky byly provedeny
v poméru 30 g zeminy o pUvodni vihkosti ku 150 ml vyluhového roztoku ve 250 ml
reagencnich lahvich. Hodnota pH vyluhovych roztok byla 5; 5,9 a 7. Roztoky o pH 5 a
5,9 byly pripraveny fedénim roztoku 0,0035% HCI. Pro pH=7 byla pouzta Ccistd
destfilovand voda. Lahve byly upnuty do rotacni ffepacky hlava-pata, kterd bézela

s intervalem rotace 5 min.

1x za tyden bylo méreno pH, popripadé upraveno na pozadovanou hodnotu po

kapkach pomoci 0,35% HCI. pH suspenzi o pocdatecni hodnoté 7 nebylo upravovano.

Po ustdleni hodnot pH (56. den louzeni) byl vodni podil slit a prefilfrovan. Pevny podil
byl upraven mietim a ndsledné byl homogenizovan. Ve vodném i pevném podilu byly

poté laboratorné stanoveny obsahy Creei., Cr(VI) a Fe.
4.3 Pilofni odzkouseni kombinované metody

Pilotni odzkouseni kombinované metody probéhlo na 2 lokalitdch: na lokalité Hradek
nad Nisou a na lokalité C (majitel nemovitosti, na které pilotni zkouska probéhla, si
nepreje lokalizaci uvadét a je proto divérnd). Hydrogeologické poméry obou lokalit
jsou podobné - mélky kvartérni kolektor tvoreny fluvidinimi sedimenty s dobrou
propustnosti. Lokalita C je ve srovndni s lokalitou Hraddek nad Nisou charakteristickd
smésnym typem znecisténi podzemnich vod (spolu s Cr(VI) rovnéz chlorované etheny)
a vyrazné vyssi vychozi koncentraci Cr(VI) v podzemni vodé. Uspordddni obou
pilotnich zkousek bylo obdobné, tedy v prvni (nhano) fdzi abiotickd redukce Cr(VI)
nanozelezem, v druhé fdazi biologickd redukce rezidudinino Cr(VI) s vyuzitim syrovatky
jako donoru elektronu. Rozdily byly ve zpUsobu aplikace nZVI (na lokalité Hrddek nad
Nisou jednordzovad injektdz nZVI do vystrojenych vrtd, na lokalité C opakovand injektdz
(2x) do nevystrojenych sond) a mnozstvi aplikovaného nanozeleza (na lokalité Hradek
nad Nisou 120 kg, na lokalité C 2x20 kQ).

V kapitoldch nize je uspordadani pilotnich zkousek popsdno zvIast pro obé lokality.
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4.3.2 Pilotni odzkouseni kombinované metody na lokalité Hrddek nad Nisou

4.3.2.1 Charakteristika pokusné lokality Hradek nad Nisou

Pilotni zkouska vyvijené sanacni technologie byla provedena v aredlu zdvodu Kortan
v Hraddku nad Nisou. Historickou vyrobou chromitych soli zde doSlo ke kontaminaci
kvartérnino kolektoru hexavalentnim chrémem. Kolektorové horniny jsou tvoreny
kvartérnimi pisky a stérky s proménlivou jilovitou primési. Zvodnény kolektor md volnou
hladinu podzemni vody v hloubce 4 az 5,5 m p.t. Mocnost zvodnéného kolektoru se
pohybuje od 4 m do 5 m. PodloZi kolektoru tvori relativné nepropustné fylity misty siiné
jlovité zvétralé. Koeficient filtrace se pohybuje vrozmezi fddu 10¢ az 105 m/s.
Hydrokarotdzi byly zjistény rychlosti proudéni podzemni vody 0,2 az 2 m/den.
Podzemni vody maiji nizkou mineralizaci (do 0,3 g/, nizké pH (5.4) a nizké obsahy
celkového organického uhliku TOC< 1,5 mg/l). Oxidacné redukcni potencidl kolisd od
450 do 550 mV. Z hydrochemického hlediska jsou podzemni vody klasifikovdany jako
smisené typy SO4+-HCOs3-Na-Ca. V misté pilotni zkousky se obsahy Cr(VI) pohybovaly od
0.8 do 2,5 mg/I.

4.3.2.2 Aplikace nZVI
V ramci prvni faze pilotni zkousky bylo v srpnu 2012 aplikovdno do saturované zoény

celkem 120 kg nZVI NANOFER25 (vyrobce NANO-IRON s.r.0.) ve formé vodné suspenze
o koncentraci 2 g Fe/l. Nanozelezo bylo injektovdno do 3 vrtd PV-209, PV-215 a PV-213
frvale vystrojenych v celé mocnosti saturované zény a situovanych kolmo na smér
podzemni vody, viz Obr. 10. Mnozstvi aplikovaného nzVI (2 kg nzZVI/t zeminy) bylo

stanoveno na zdkladé predtim provedenych kolonovych zkousek.

4.3.2.3 Aplikace syrovatky

V kvétnu 2013, priblizné 9 mésicU po injektdzi nZVI, byla zahdjena bioredukeni faze
ddavkovdnim syrovatky do horninového prostredi. Syrovdatka supravenym pH
vapennym mlékem byla ddavkovdna do vody cerpané zvrtd HV-218 a HV-219
situovanych po proudu podzemni vody a takto nafedény roztok zasakovdn do vrtd
INT a IN-2 situovanych proti proudu podzemni vody od sanované oblasti. Celkem bylo
zasdknuto 5 m?3 syrovatky. Po cirkulaci probihajici cca 50 dni byl obnoven prirozeny
rezim proudéni podzemni vody a monitoring pilotni zkousky probihal dalsich @ mésicu.

Obé fdze pilotni zkousky trvaly dohromady piiblizné 20 mésic.
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Obr. 10: Schéma pilotni zkousky vyvijeni sanaé ni technologie na lokalité Hradek nad

Nisou

4.3.2.4 Monitoring pilotni zkousky

Monitoring pilotni zkousky byl provadén ve 3 aplikacnich vrtech (PV-209, PV-213,
PV215) a 4 pozorovacich vrtech situovanych proti sméru (PV-212) a po sméru
proudéni podzemni vody (PV-214, PV-216 a PV-217). Dalsi 2 vrty situované ddle po
sméru proudéni podzemni vody (PV-201, PV-210) byly vzorkovdny na omezeny rozsah
analyz. Odbéry vzorkl podzemni vody byly provadény pred a v pribéhu pilotni
zkousky v intervalu cca 1 az 2 mésict. Dohromady bylo provedeno 7 kol monitoringu
po injektdzi nanozeleza a 10 kol po aplikaci syrovatky. Vzorky podzemni vody byly
v laboratorich TUL analyzovany na obsahy Cr(VI), Cree., zakladni kationty a anionty.

Na vybranych vzorcich byla provadéna izotopovd analyza chromu (Ceskd
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geologickd sluzba), mikrobiologické kultivacni zkousky a zkousky ekotoxicity
(laboratofe DEKONTA a.s.) a analyzy fosfolipidovych mastnych kyselin — PLFA (MU AV
CR). Na zavér byla ze vzorkl sedimentu provedena mikrobidini molekuldmi analyza
pyrosekvenaci 16S rRNA gent (MU AV CR).

4.3.3 Pilotni odzkouseni kombinované metody na lokalité C

4.3.3.1 Charakteristika pokusné lokality C

Ke kontaminaci kvartérnino kolektoru hexavalentnim chréobmem doslo na lokalité C

historickym unikem chréomovych vod z objektu chromovny. Kontaminované podzemni
pfimési, o prdmérmé mocnosti 4 m. PodloZi kvartérniho kolektoru je tvorfeno vdpnitymi
jlovci terciériho star. Kvartérni kolektor md napjatou hladinu podzemni vody.
Nepropustny strop kolektoru je tvoren povodniovymi jily a jilovitymi hlinami o mocnosti
cca 5 m, ustdlend hladina se nachdzi cca 2 m pod terénem. Primérnd hodnota
koeficientu filfrace tohoto kolektoru stanovend na zdkladé cerpaci zkousky cCini

7,6.104m/s, coz dle klasifikace etel, J., 1973) odpovidd miné az dosti siiné

propustnému kolektoru.

Pouzitim Darcyho rovnice byla vypoctena filfracni rychlost proudéni podzemni vody
(seepage velocity): 1,5 m/den. Podzemni vody maiji vyssi mineralizaci (0,9 az 1,2 g/I) a
neutrdini pH (6.9 - 7.,0) a obsahy celkového organického uhliku TOC< 1,0 az 5.4 mg/l).
Pred zahdjenim pilotni zkousky oxidacné redukeni potencidl kolisal od 130 do 490 mV.
Z hydrochemického hlediska jsou podzemni vody klasifikovény jako typy SOs-Ca.
V misté pilotni zkousky se obsahy Cr(VI) pohybovaly od 4,4 mg/I (vrt HV-2) do 74 mg/I
(referencni vrt MV-1). Celkové obsahy chlorovanych ethend (CIU-Eth) se pohybovaly
od 400 do 6960 pg/l. Trichloroethen (TCE) a cis-1,2-dichloroethen (cis-DCE) byly
dominantnimi CIU-Eth (TCE tvoril 45% oz 93% a cis-DCE tvoril 5% az 53% celkové moldrni
koncentrace CIU-Eth).

4.3.4 Aplikace nzZVI

nZVI bylo do zvodnéného kolektoru naddavkovdno dvakrat — v lednu a kvétnu 2014, Pri

kazdém ddvkovani bylo ZVI injektovdno v mnozstvi 20 kg ve formé vodné suspenze o

koncentraci 1 g Fe/l (1. davka) a 2 g Fe/l (2. davka). Pri prvni davce byl injekovan typ
nZVI NANOSTAR, pfi druhé nZVI NANOFER 25S. nZVI bylo injektovano do 3

nevystrojenych strojné zardzenych sond situovanych kolmo na smér proudéni
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v hloubkovém rozmezi 4,0 az 8,5 m po 0,5 m intervalech zdola nahoru, viz Obr. 11.

Obr. 11: Aplikace nZVI pri pilotni zkousce

4.3.5 Aplikace syrovatky

V srpnu 2014, priblizné 2,5 mésice po 2. injektdzi nZVI, byla zahdjena bioredukeni faze
ddavkovanim syrovatky do horninového prostiedi. Systém ddavkovani byl stejny jako na
lokalité Hrddek nad Nisou. Syrovdatka supravenym pH vdpennym miékem byla
davkovana do vody Cerpané z vrtd HS-1 a HS-2 situovanych po proudu podzemni
vody a takto narfedény roztok zasakovdn do vrtl IN-1 a IN-2 situovanych proti proudu
podzemni vody od sanované oblasti. Celkem bylo v obdobi 6.8.-13.9.2014 zasdknuto
8.2 m3 syrovatky. Po cirkulaci probihagjici dals§ich @ dni byl obnoven prirozeny rezim
proudéni podzemni vody a monitoring pilotni zkousky probihal dalsSich cca 5 mésic.

Obé fdze pilotni zkousky trvaly dohromadly piiblizné 13 mésic.
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4.3.6 Monitoring pilotni zkousky

Monitoring pilotni zkousky byl provadén ve 2 aplikacnich vrtech (IN-TA a IN-2A) av 8
pozorovacich vrtech situovanych proti sméru (MV-1) a po sméru proudéni podzemni
vody (prvni linie: MV-2, MV-3, MV-4, druhd linie: MV-5, HS-1, HS-2 a HV-2), viz Obr. 13.
Odbéry vzorkld podzemni vody byly provddény pred a v prUbéhu pilotni zkousky
v intervalu cca 1 az 2 mésict. Dohromady byly provedeny 2 kola pred 1. injektdzi nZ VI,
11 kol monitoringu po injektdzi nZVI a 12 kol po aplikaci syrovatky. Vzorky podzemni
vody byly v laboratorich TUL analyzovdny na obsahy Cr(VI), Creek., CIU-Eth, zakladni
kationty a anionty, TOC a plyny (ethan, ethen, methan, acetylen, a béhém biotické
faze zkousky i sulfan). Na vybranych vzorcich vod byly provedeny mikrobiologické
kultiva&ni zkousky (laboratofe DEKONTA a.s.), a PLFA v podzemni vodé (MU AV CR).
Na zavér 2. faze byly provedeny analyzy kolektorovych zemin umisténych v kartidzich
v monitorovacich vrtech na stanoveni mineralogického rozboru metodou prdskové
rentgenové difrakce (analyzy provedeny v laboratorich Ceské geologické sluzby) a
prvkové analyzy metodou SEM-EDS (rastrové elektronovym mikroskopem s energiové
disperznim spekiroskopem) v laboratorfich Oddéleni pripravy a analyzy nanostruktur

Ustavu pro nanomateridly, pokroc&ilé technologie ainovace TUL .

Vzorky zemin z kartridzi byly rovnéz na zaveér zkousky podrobeny analyze pro stanoveni
valence pritomného Cr metodou rentgenové fotoelekironové spektroskopie (XPS) a
vybrany vzorek analyzovdn i na stanoveni valence Fe metodou MOsbauerovy
spektroskopie. Tyto analyzy provedia laborator Prirodovédecké fakulty Univerzity

Palackého v Olomouci.
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5. Vysledky

Vysledky dizertacni prdce jsou v kapitoldch nize prezentovdny po jednotlivych

metoddch a pro ilustraci dokladovdany grafy.
5.1 Vysledky laboratornich vsadkovych pokusu

Nejrychlejsi pokles rozpusténého Cr(Vl) a tedy i redukci Cr(Vl) vykdzaly vzorky
s laktatem a syrovatkou (pokles za 14 dni o 99%, resp. 96%). Vyuziti rostlinného oleje
vede k vyrazné pomalejsi redukci Cr(VI) za stejné obdobi (0 18%), na konci testu vsak

doslo k rychlému poklesu na nizkou zbytkovou droven (0,02 mg/D.

V pripadé syrovatky neprineslo snizeni pocatecni davky substratu z TOC 500 mg/l na
TOC 100 mg/I zadny rozdil v rychlosti redukce Cr(VI) (0,49 resp. 0,46 mg Cr(VI)/I/den).
V pripadé laktdtu byla rychlost redukce pri nizsi ddvce substratu dokonce vyssi (0,38
resp. 0,48 mg Cr(VI)/l/den).

Vysledky zkou$ek se steriinimi a nesterilnimi substraty umoznily odhadnout pomér
abiotické a biotické redukce. Pro syrovatku byl tento pomér rychlosti abiotické a
biotické redukce Cr(VI) odhadnut na 1:3. V pripadé laktdtu tento pomér abiotické a

biotické slozky redukce cinni 1:13.

Koncentrace Creei. a Cr(VI) byly témér identické, viz Obr. 14 a 15, z Eehoz vyplyva, ze

redukovany chrom Cr(lll) byl rychle imobilizovdn, nez0staval v roztoku.

Cr(VI)
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Obr. 14: Graf vyvoje Cr(VI) ve vodném podilu bé hem vsadkové laboratorni zkousky
bioredukce (TOC 100 mg/I)
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Obr. 15: Graf vyvoje Cree. ve vodném podilu bé hem vsadkové laboratorni zkousky
bioredukce (TOC 100 mg/I)

Mikrobiologickymi  kultivacnimi  zkouskami bylo nejvétsi  osidleni  psychrofilnimi
baktériemi zjisténo u vzorkd se syrovatkou a laktatem (105 az 106 KTJ/ml). Osidleni
anaerobnimi a fakultativné anaerobnimi baktériemi bylo fidké a nepravidelné.

Ojedinéle byla zjisténa pritomnost siran redukujicich baktérii.

Zkouskou louzitelnosti chromu za rdzného pH ze zeminy po ukonceni zkousek byl zjistén
velmi maly podil vylouzeného Creek. z celkového mnozstvi Creek. Vzeminé v pripadé
pouziti laktatu pri pH 7,0 a pH 5,0 a syrovatky pii pH 5,0. Prekvapivé o vice jak fad vyssi
vylouzené mnozstvi Cr bylo zjisténo u syrovatky pri neutrdinim pH 7.,0. Pricina této

zvysené mobilizace za neutrdiniho pH neni znadma.

Vysledky zkousky ekotoxicity pomoci Ubytku luminiscence baktérii Vibrio fischeri
vykdazaly minimdlni inhibici vzorku na zacdatku pokusu, vyssi inhibici vykdzal pocatecni
steriini kontrolni vzorek (H30 = 44,1%). Na konci laboratorni zkousky bioredukce nebyla
Zjisténa inbihice u Zadného ze vzork(. VSechny vzorky, véetné vzorkd kontrolnich
vykdzaly mirnou stimulaci. Bioredukce Cr(VI) testovanymi substraty tedy nemd

negativni ekotoxicky vliv.

5.2  Vysledky kolonové zkousky kombinace obou procesu

Kombinovand kolonova zkouska simulovala uvazovany postup vyvijené kombinované
sanacni metody. Byla potvrzena velmi dobrd Uc¢innost redukce Cr(VI) nanozelezem

(95%), bez negativniho viivu nZVI na pritomné mikroorganismy. Béhem 2. etapy
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zkousky (biotickd redukce stimulovand doddnim syrovatky) koncentrace Cr(Vl) ve
vodé na odtoku postupné klesla pod mez kvantifikace pouzité analytické metody (viz
grafy kolony 3 na Obr. 16). Za celou 2. etapu Cinila ucinnost odstranéni Creek. 99%.
Koncentrace Cr(VI) zUstala pod mezi kvantifikace i po celou 3. etapu, kdy byl zvysen
prutok kolonou (zkrdcena doba zdrzeni vody v koloné). V pripadé Creek. byla na konci

zkousky zjisténa koncentrace nepatrné nad mezi kvantifikace (0,07 mg/l).

Cr tot. concentration
25
Phase | Phase Il (addition of whey) Phase Il
< . -
20 Column 1
Column 3
15
E Column 4
£ 10 Inlet Concentration
N — N\
5
o b NV _
0 30 60 90 120 150 180
[days]
Cr(VI) concentration
25
Phase | Phase Il (addition of whey) Phase Il
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Column 3
= 15 Column 4
Y
£ Inlet Concentration
10
e —————
5
0 ‘_ML _ L
0 30 60 90 120 150 180
[days]

Obr. 16: Grafy koncentraci Creei. a Cr(VI) na natoku (Inlet) a odtoku z kolon (Column)

s vyznaé enim frvani jednotlivych etap zkousky (Phase).
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Tabulka 2: Bilance odstranéného Crcei. po etapdch kolonové zkousky

Etapa zkousky - dominantni
proces Kolona 1 Kolona 3 Kolona 4

g 023 X X
1.etapa - prirozend atenuace

% 19% X X
1.etapa - redukce g X 1,02 X
nanozelezem % X 95% X

g 0,07 0,11 X
2.etapa - bioredukce

% 60% 99% X
2.etapa - redukce g X X 0.08
nanozelezem % X X 100%

g 0,07 0,09 X
3. etapa - bioredukce

% 100% 100% X
3.etapa - redukce g X X 0.09
nanozelezem % X X 99%

g 0,37 1,22 0,17
Celkem

% 27% 95% 99%

Ndsledné byla vypoctena efektivni redukéni kapacita nZVI (ERC), tedy mnozstvi
redukovaného Cr(VIl) na jednotkové mnozstvi nZVI. Vypoctend ERC ve vysi 156 mg
Cr(VI)/g nZVI koresponduje s hodnotami ERC stanovenymi koncentracnimi kolonovymi
zkouskami (80-160 mg Cr(VD/g nZVI) realizovanymi pracovniky TUL v rdmci projekiu
TACR TAQ1021792.

Zkouskou v simultdnné provozované koloné 1, do které nebylo naddvkovdno nZVi, byl
kvantifikovan viiv prirozené atenuace Cr(VI) vzeminé - 23,8 mg Cr(VD/kg), kterd
dobre koresponduje s hodnotou 20,7 mg Cr(VI)/kg stanovenou na zdkladé vysledkd
vyse citované cCtvriprovozni zkousky koncentracni pri stejné koncentraci Cr(VI) na

natoku do kolony.

Vysledky analyz fososfolipidovych mastnych kyselin (PLFA) v zeminé jednotlivych
segmentU kolon 1 a 3 odebrané po ukonceni zkousky jsou shrnuty na Obr. 17. Jsou zde
uvedeny 4 r0zné parametry (méfeny byly i dalsi parametry zastupujici houby,
aktinomycety a celkovou mikrobidini biomasu — vysledky nejsou ukdzdny pro jejich

nizké koncentrace Ci veliky rozptyl). Bacteria odpovidd bakteridinimu osidleni vzorku,
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anaerob odpovidd anaerobnim bakterim a G+, G- predstavuji gram pozitivni,
respektive gram negativni bakterie. Na zdkladé vysledk( Ize konstatovat, Ze vyssi
mikrobidlni osidleni zeminy bylo v ndtokové a odtokové Casti kolon (segmenty A, resp.
E) ve srovndni sjejich stfedni casti (segmenty B, C a D). Kolona 3, na kfteré byla
simulovana kombinovand abio- (nanozelezem) a bio- (substratem) redukce, a kterd
frvale dosahovala vysoké ucinnosti odstranéni Cr(Vl), vykdzala v proméru vyssi
mikrobidini osidleni predeviim G+ baktérii ve srovndani skolonou 1, kterd nZVi
neobsahovala. Ta naznacuje, ze nZVlI nemda negativni vliv na mikrobidini populaci a

jeji bioredukeni aktivitu.

PLFA
100.0
80.0
Qo 60.0 [ T M bacteria
od
< G+
[ JLLELL] ki
“E ‘ 3 | [ | m anaerob
| |

K1A K1B K1C K1D K1E K3A K3B K3C K3D K3E
sample

Obr. 17: Koncentrace PLFA v zeminé kolon po zkousce

Poznamka k Obr. 17: segmenty kolon jsou znaéeny KXA aZ KXE, kde X znaéi &islo kolony (1

2 v 2

nebo 3) a pismena A aZ E zna¢i segment kolony, kdy A je jeji odtokova édast a E je natokova
Cast.

Koncentrace celkového chromu v zeminé jednotlivych kolon po ukonceni zkousek, viz
Obr. 18, odpovidd mnozstvi chromu odstranéného z protékajici vody (nejvyssi
koncentrace vzeminé kolony 3). Pimda zavislost koncentrace Crecek. Vzeminé na

koncentraci Fe v zeminé prokdzdna nebyla, viz Obr. 19.
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Obr. 18: Koncentrace Creeik. vV Zeminé po ukoné eni kolonovych zkousek
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Obr. 19: Koncentrace Fe a Cr(VI) v zeminé po ukonéeni kolonovych zkousek

Pfi abiotické i biotické redukci Cr(VI) dochdzi k izotopové frakcionalizaci. Produkt
redukce je obohacen leh&imi izotopy. Tento posun v poméru tézsich a leh&ich izotop¥
je kvantifikovan mérenim mnozstevninho poméru 53Cr/52Cr (Ellis et al. 2002, 2004 ) a je

vyjadfovdn v 6 zdznamu:

53 52
53 _ ( Cr / Cr )vzorku _
0" Cr= {( @37)

53,452
Crl”°Cr) yisroro

kde NIST?79 je certifikovany izotopovy standard Cr.
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Izotopové zkousky chromu na ndtoku a odtoku z jednotlivych kolon na konci zkousky
potvrdily predpoklad posunu izotopového sloZzeni chromu smérem k t&€z8im izotopim
v pfipadé kolon 3 a 4 obsahujici nZVI. U kolony 1, ve které byla testovdna pouze
bioredukce stimulovand dodanym substratem byl pozorovdn efekt opacny, viz Tab. 3.
Vysvétleni muiZzeme hledat v existenci lehkych izotopO redukovaného Cr(ll)

v rozpusténé formé, napr. ve formé organickych komplexu.

Tabulka 3: Vysledky izotopovych analyz Cr ve vodé

smérodatnd
vzorek 853Cr (%o) | odchylka
natok do kolon 0,328 0,004
odtok z kolony 1 -0,699 0,052
odtok z kolony 3 2,344 0,083
odtok z kolony 4 1,554 0,006

Tessierovymi sekvenénimi extrakénimi testy byla hodnocena vazba chrému na
pevnou matrici — zeminu z jednotlivych segmentd kolon po ukonceni kolonovych
ctvrtprovoznich zkousek. Jednotlivé kroky louzeni byly provedeny tak, aby rozpustily tu

frakci kovu v pevném vzorku, kterd je vazana na specifickou slozku matrice:
TS1: lontové vyménny podil kovu,
TS2: Podil kovu vdazany na uhlicitany,
TS3: Podil kovu vdazany na oxidy Fe a Mn,
TS4: Podil kovu vazany na organickou hmotu,
TS5: Rezidudini podil kovu.

Vysledky téchto testl jsou uvedeny v Tab. 4 a graficky zndzornény na Obr. 20.
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Tabulka 4: Vysledky Tessierovych sekvené nich extraké nich zkousek - koncentrace

Crcei. v susiné zeminy

kolona/segment TS1 TS2 TS3 TS4 TS5 Celkem
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
SUS. SUS. SUS. SUS. SUS. mg/kg sus.
K1A 0.299 15.8 151 100 52,2 3193
K1B 0.166 16,7 155 86,0 53,2 311.1
K1C 0,087 14,8 151 104 49,7 319.6
K1D 0,105 17,6 159 88.9 52,7 318.3
K1E 0.115 32,7 221 111 70.2 4350
K3A 0,100 41,0 170 73.6 46,5 3312
K3B 0.105 30.8 150 83.6 53,1 317.6
K3C 0,112 58.8 251 106 73.2 489,1
K3D 0.114 43,0 248 111 74,7 476 .8
K3E 0.197 27.2 244 95,7 45,8 4129
K4A 0,040 32,5 296 232 75.1 635.6
K4B 0,040 22,7 172 153 54,1 4018
K4aC 0,040 26,3 208 163 53.0 450,3
K4D 0,055 24,5 219 210 62,6 5162
K4E 0.882 19.2 227 167 43,4 4575

Pozn. uvedené koncentrace jsou aritmetickym prdmérem duplicitnich stanoveni,

Vysledky Tessierovych sekvenénich extrakénich zkousek

100% -
90% +—— —

vyménny podil
80% - N I
70% +——  49% ————— | 46% M Podilvdzanyna
52% uhli¢itany
60% - | | ] |
50% +——— — — — Podil vazany na

40% - oxidy Fea Mn

30% - M Podilvazany na

20% - organickou
hmotu
10% +—— L pa— . e —
16% 14% 12% Rezidualnipodil
O% T T 1
Kolona 1 Kolona 3 Kolona 4

Obr. 20: Relativni zastoupeni forem vyskytu chromu v zeminé po ukonéeni

kolonovych zkousek

Z vysledkd Tessierovy sekvencni extrakce vyplyvad, Zze chrom se vdze predevsim na

oxidy Fe a Mn (46% celkového extrahovaného mnozstvi v koloné 4 az 52% v koloné 3),
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jednd se o pomérné stabilni vazbu. Mnozstvi chrdmu vdzaného na oxidy Fe a Mn
vztazené k jednotkovému mnozstvi zeminy v susiné bylo vyssi v kolondch 3 a 4 oproti
koloné 1, coz pravdépodobné souvisi se skutecnosti, ze do kolon 3 a 4 bylo
naddvkovdano nZVI. Vyznamné mnozstvi chromu je rovnéz vazano na organickou
hmotu a to predevsim v koloné 4 (38% celkového extrahovaného mnozstvi). V pripadé
kolon 1T a 3 byl tento podil vyrazné nizsi — 29%, resp. 23%. V pripadé této vazby je nutno
zohlednit skutecnost, ze se fento podil stanovuje na zdkladé oxidace organické hmoty
roztokem H2O2/HNOs. Je ziejmé, Ze se zpétné oxidovala i cast Crdll) na Cr(VI), ktery byl

uvolnén do roztoku a tento podil je tedy velmi pravdépodobné nadhodnocen.

Nizké byly podily celkového extrahovaného chrému vdazané na uhlicitany (6% az 10%)
a chrému residudinino (12% az 16%). Vysledky ddle zjistily zanedbatelny podil chrému

slabé vdazaného iontové vyménnou vazibou na povrch Eastic (do 0,1%).

Vjednotlivych kolondch se méni celkové extrahované mnozstvi v jednotlivych
segmentech (predevsim u kolon 3 a 4), relativni zastoupeni slozek, na kterou je chrom

v zeminé vazadn, se viak vyrazné nemeéni.

Se zeminami kolon byly ndsledné provedeny zkousky louzitelnosti za rizného pH.
Koncentrace Creei. Ve vyluhu byly vesmeés nizké a neprekracovaly 0,01 mg/I, viz Obr.
21. Vyjimkou byly vyluhy za prirozeného pH dvou segmentd kolony simulujici samotnou
bioredukci (KTA a K1C) a 1 segmentu kolony simulujici kombinovanou abio- bio-
redukci (K3C). Chrom ve vysokych koncentracich je v téchto vzorcich tvoren jeho
Sestimocnou formou. Vysvétleni Ize hledat v heterogenité zeminy, kdy mistné vyssi
podil mdlo propustné jilovité frakce zamezil homogenni distribuci substratu a/nebo
nZVI.
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Koncentrace chrémuve vodném vyluhuzarizného pH

M Cr 6+
> mg/l
£
0.01 mCr3+

mg/|

0.001 -

K1A pH7
K1A pH6
K1A pH5
K1C pH7
K1C pH6
K1C pH5
K1E pH7
K1E pH6
K1E pH5
K3A pH7
K3A pH6
K3A pH5
K3C pH7
K3C pH6
K3C pH5
K3E pH7
K3E pH6
K3E pH5

Obr. 21: Koncentrace Cr(VI) a Cr(lll) ve vodném podilu po ukoné eni louZicich zkousek

5.3 Vysledky pilotniho odzkouseni kombinované metody

5.3.1 Pilotni zkouska na lokalité Hradek nad Nisou

5.3.1.1 Fyzikalné-chemické a anorganické parametry podzemni vody

Injektdzi nZVI v rdmci prvni abiotické faze pilotni zkousky doslo k rychlému poklesu En
az na -480 mV v injektdznich vrtech a na -330 mV ve vrtech pozorovacich (Obr. 22).
Pokles Eh byl pozorovdn i ve vrtu PV-217 situovaném 7 m od injektdznich vrtd. V daldich
mésicich viak doslo k opétovnému ndrdstu Eh predevsim ve vzddlenégjSich vrtech PV-
214 a PV-217, zatimco Eh podzemni vody injektdznich vrt0 z0stalo pod -50 mV i 9
mésicU po aplikaci nZVI. Aplikace organického subtratu — syrovatky zménila trend
vyvoje Eh a vyvolala dalsi pokles Eh v pozorovacich vrtech. Pokles vSak nebyl tak
vyrazny, pravdépodobné v dusledku pritomnosti biodostupného Fedll) vzniklého
oxidaci dodaného nzVI. Fe(lll) pravdépodobné pUsobil jako termindini akceptor
elektfronu a fento respiracni proces udrzoval Eh podzemni vody vétSiny
monitorovacich vrtd v kladnych hodnotdch po celou dobu biotické fdze pilotni

zZkousky.
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Obr. 22: Eh podzemni vody v prubéhu pilotni zkousky
(vlevo injektazni vrty, vpravo monitorovac vrly; svislé linie znazomuji datum injektaze

nZVI ,nZVI injection”, resp. aplikaci syrovatky ,whey inection®)

Obsahy Fe, dusicnan a sirant odrdzely oxidacné-redukeni poméry zvodné a procesy
probihagjici béhem pilotni zkousky (Obr. 23). Vychozi koncentrace dusi€énant kolisajici
od 4 do 12 mg/I klesla po injektdzi nZVI pod 3 mg/! s ndslednym pozvolnym ndardstem
v monitorovacich vrtech na pUvodni Uroven. Po aplikaci syrovatky doslo k poklesu
koncentrace dusicnant pod mez laboratorni stanovitelnosti (0.5 mg/l) ve viech
nmonitorovacich vrtech ve sméru proudéni podzemni vody. Naopak koncentrace Fe
narostla z vychozi koncentrace blizké mezi laboratorni stanovitelnosti (0,1 mg/l) po
injektdzi nZVI na obsahy neprekracujici 10 mg/l. Po  aplikaci syrovatky doslo
k vyraznému ndrdstu koncentrace Fe az na 54 mg/l v pUvodnim vrtu injektdze nZVI a
az na 25 mg/l v monitorovacich vrtech. Tyto vysledky indikuji, ze nZVI, které bylo
oxidovano na Fe(ll) béhem prvni abiotické fdze redukce Cr(Vl), bylo ndsledné
redukovano (spolu s prirozené se vyskytujicim Fedlll)) jako termindini akceptor elekironu
béhem podporenych mikrobidinich respiracénich procesdy. Toto vysvétleni je
podporeno Eh-pH stabilitnim diagramem systému Fe-S-H2O na Obr. 24 vypoclitaném
geochemickym modelem Geochemist’s Workbench (Aqueous Solufions LLC, USA). Na
stabilitnich diagramech je patrny posun namérenych dat Eh-pH pred (Zluté znacky) a
po injektdzi nZVI (modré znacky), ndslednd oxidace nZVI (Cervené znacky) a
stabilizace (v pfipadé injektdznich vrtl) nebo cdastecnd regenerace (monitorovaci

vrty) zeleza v oblasti stability Fe2+ po aplikaci substratu (zelené symboly).

Koncentrace siranU v podzemni vodé injektdznich vrtd poklesla po aplikaci nzVI
docasné pod 50 mg/l. V monitorovacich vrtech byl viiv nZVI na koncentraci siran(
(Obr. 23) nevyrazny. Aplikace syrovatky se projevila prudkym poklesem koncentrace

siranU jok v injektdznich vrtech, tak i v pozorovacim vrtu PV-214. V dals§ich mésicich
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koncentrace siranU zUstala pod 25 mg/l v podzemni vodé vrtu PV-215, zatimco
v ostatnich vrtech opétovné narostla na pUvodni Uroveri. Obdobné jako Vv piipadé
dusicnan® a Fe(ll), sirany ziejmé& puUsobily jako termindini akceptory elekfronu pii
mikrobidinich respiracnich procesech, aviak podminky specifické pro mikrobidini
redukci siranU, jako energeticky méné vyhodnou respiracni reakci, byly ve srovndani

s podminkami pro redukci dusicnanu a Zeleza plosné a ¢asové omezené.
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Obr. 23: Koncentrace Fe (nahoie), NOs- (uprosfied) a SO+ (dole) v podzemni vodé

injektaznich (vievo) a monitorovacich (vpravo) vrto

64




-

FesO} i [FeSO}

Fe(OH);3(ppd) Fe(OH)3(ppd)

Eh (volts)
o,
Eh (volts)

Obr. 24: pH-Eh diagram pro Fe za piitomnosti siry.

Vievo vrly injektaZze nZVI, vpravo monitorovaci vrty. Barva symboli: Zluta - vychozi
stav, modra - aplikace nZVI, éervend - stav pred aplikaci substratu, zelena - po
aplikaci subtratu. (Stabilitni oblasti vypoéitany modelem Geochemist’s Workbench

(Bethke, 2000) s vyuZitim jeho termodynamické databdze thermo.dat pri potlaéeni

hematitu, goethifu a magnetitu)

5.3.1.2 Spotreba substratu
Monitoring podzemnich vod, ktery probéhl 9. den po naddvkovani substratu, zjistil

skokovy ndrdst TOC na hodnoty mezi 189 mg/l v Cerpacim vrtu HV-219 vzddleném cca
10 m od injektdzni linie a 367 mg/l ve vrtu PV-216 situovaném v bezprostredni blizkosti

injektdzniho vrtu IN-1, do kterého byl substrdat (roztok syrovatky) ddvkovan. Je zigjmé,
Ze cirkulace zasakovaného roztoku v horninovém prostredi vedla krovnomérné
distribuci substratu v prostoru vymezeném injektdznimi a Cerpacimi vrty a k dosazeni
koncentraci blizkych pladnovanému obsahu TOC - 200 mg/I. Jiz béhem provadéné
cirkulace podzemnich vod byl pozorovdn rychly pokles obsahu TOC ve viech
monitorovacich vrtech. BEhem 4. mésice po aplikaci substratu klesl obsah TOC pod
10 mg/! v podzemni vodé vétsiny vrtU. | s ohledem na vysledky mikrobidlnich analyz a
vyvoje koncentrace hydrogenuhlicitan( se Ize domnivat, Ze vyznamnym procesem
zpUsobujicim pokles obsahu TOC byl bakteridini rozklad. Z vyvoje TOC byla odhadnuta
rychlost spotfeby TOC s vyuzitim kinetiky prvniho radu:
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C=C,-e™ (38)
kde:
C - biodegradovand koncentrace Iatky

Cy - pocatecni koncentrace latky

k - rozpadovd konstanta (€as-1)

Vypocet byl proveden pomoci soffwaru Excel, kdy byly vyneseny koncentrace TOC
v podzemni vodé jednotlivych vrtl oproti Casu od zahdjeni aplikace. Vysledny graf
pro kazdy vrt byl prolozen exponencidlni funkci ve tvaru kinetiky prvniho fadu, byla

odectena rozpadovd konstanta - k.

Takto vypoctend rozpadovd konstanta se pro jednotlivé vrty pohybovala v rozmezi k
=0,024 0z 0,031 den-'.

5.3.1.3 Koncentrace Cr(VI) a Creei vV podzemni vodé

Vyvoj koncentraci Cr(Vl) a Creek. V podzemni vodé v pribéhu obou fazi (abi- a bio-)
pilotni zkousky, je zndzornén grafy koncentraci ve vybranych monitorovacich vrtech

situovanych v rdznych vzddlenostech od vrtd aplikacnich, viz Obr. 25 oz 27.

V negjblize umisténém monitorovacim vrtu PV-214 se zdasak nZVI projevil rychlym
poklesem Cr(Vl) pod mez analytické stanovitelnosti (<0,05 mg/l). Po 90 dnech od
zasaku nZVI byl pozorovdn pozvolny ndstup koncentrace Cr(VI) az na priblizné 60%
pocdtecni koncentrace. Ndasledovalo naddvkovani organického substratu, coz se
projevilo ve velmi rychlém poklesu obsahu Cr(Vl) v podzemni vodé pod mez
stanovitelnosti. Pod touto mezi obsah Cr(VI) setrval az do konce pilotni zkousky.
Obsahy Crecek. vV podzemni vodé tohoto vrtu pred a po aplikaci nZVI priblizné
kopirovaly obsahy Cr(VI). Je ziejmé, ze nanozelezem redukovany chrom vypaddval
velmi rychle z roztoku a jeho rozpustnost byla za stavajiciho pH velmi mald. Prvni mésic
po aplikaci substratu byl zaznamendn prudky pokles koncentrace Cr(VI), nicméné
obsahy Creek. zUstaly vysoké. Pravdépobnym vysvétlenim je tvorba organickych
komplexd Cr(ll), které zpUsobily docasné zvysenou rozpustnost redukované formy
chrému (Puzon et al., 2005 nebo James a Barlett, 1983). Biologicky rozklad téchto

ligandd vazanych v komplexu mohl mit za ndsledek docasnost tohoto jevu.
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Obr. 25: Vyvoj koncentrace chromu a TOC v podzemni vodé vriu PV-214

Ve vrtu PV-217 vzddleném cca 7 m od linie vsaku nZVI jiz nebyl jeho vliv tak patrny. Po
pocdatecnim poklesu koncentrace Cr(VIl) v podzemni vodé bezprosttedné po vsaku
nZVI doslo k rychlému opétovnému ndristu koncentrace a priblizné po 150 dnech
dosdhla drovné pred aplikaci nZVI a v dalsich mésicich ddle stoupala. Po aplikaci
substratu byl vyvoj koncentrace Cr(Vl) a Creer. vV podzemni vodé obdobny jako
v pripadé vrtu PV-214. Koncentrace Cr(VI) klesla, byf sjednim vykyvem, pod mez

laboratorni stanovitelnosti a pod touto mezi setrvala po zbytek pilotni zkousky.

PV-217
3 350
injektdZ syrovatky
injektaZnzvi /
25 *+ + 300
' 4
-#-Cr total
A 1 250
2 N Cr(VI)
/‘\ ~+-TOC T 200

-
(%]
koncentrace TOC [mg/1]

J T 100

\ .
i

0 T T T =y 0
1-12 V-12 VIII-12 XI-12 11-13 V-13 VII-13 XI-13 11-14 V-14

-

koncentrace chrému [mg/1]

e
n

Obr. 26: Koncentrace chromu a TOC v podzemni vodé vriu PV-217

Vrt PV-201 se nachdzi ddle ve sméru proudéni od vriu PV-217 (cca 10 m od linie
zasaku nanozeleza) a vné cirkulacni zény provozované pri a po vsaku substrdtu. Zasak

nZVI se na obsazich Cr(VI) prakticky neprojevil. Aplikace substrdtu se projevila az po
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vypnuti nucené cirkulace podzemni vody se substradtem, protoze tato cirkulace
brdnila Sifeni substratu mimo takto vytvorenou cirkulacni zénu. Jiz prvni odbér
po obnoveni prirozeného rezimu proudéni (98 dni po aplikaci substrdtu) zjistil pokles
Cr(VIl) pod mez laboratorni stanovitelnosti a pod touto mezi se pohyboval dalsi dva
mésice, poté ndsledoval pozvolny ndrist. Nepomér mezi obsahy Cr(VI) a Creek.

v podzemni vodé tohoto vrtu nebyl v porovnadni s vrty PV-214 a PV-217 tak vyrazny.
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Obr. 27: Koncentrace chromu v podzemni vodé vrtu PV-201

Z plosné interpretace dat je paitrné, ze zatimco injektdz nZVI méla dcinny dosah do
cca 10 m od linie injektdzZich vrtd, v piipadé ndsledné provedené bioredukce se

dosah rozsifil i na oblast vrtu PV-210 situovaného cca 22 m od vrtU injektdze substratu
(plocha priblizné 350 m?2).
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Obr. 28: Koncentrace Cr(VI) v podzemni vodé pred aplikaci nZVI a 266 dni po aplikaci
substratu

Pretrvavaijici redukeni podminky ve vztahu k Cr(VI) indikuji vzdjemny ucinek abiotické
a biotické fdze testované metody. nZVI oxidované béhem prvni biotické faze bylo
Castecné regenerovdno béhem druhé biotické faze, tzn. biogenné redukovdno na
Fe(l). To pravdépodobné dlouhodobé pusobilo jako redukéni Cinidlo pro Cr(VI), i kdyz
uz mikrobidini osidleni pokleslo zpét na pdvodni droven v disledku vycerpdni
dodaného organického substratu (viz nize). Toto vysvetleni podporuji zvysené obsahy
rozpusteného Fe v podzemni vodé (Obr. 23) a vysledky mikrobiologické molekularmi

analyzy 454 pyrosekvenaci, které detekovaly zelezo redukujici mikroorganismy.

5.3.1.4 Uginek kombinované sanaéni metody na mikrobilni populaci

Mikrobidlni populace byla béhem pilotni zkousky sledovdna dvéma pristupy:
kultivacnimi zkouskami pro stanoveni pritomnosti psychrofilnich, siran redukujicich a
anaerobnich a fakultativné anaerobnich bakteri a ddle analyzami PLFA. Siran
redukujici baktérie a anaerobni a fakultativné anaerobni baktérie nebyly detekovany
nebo byly detekovany ale v malych poctech. Z vyvoje poctd psychrofilnich baktérii
(viz Obr. 29) vyplyvaji méné vyrazné zmeény po injektdzi nZVI, predevsim viak zretelné
zvyseni poctu KTJ jeden mésic po aplikaci substratu. S postupnou spotiebou substrdtu
v nasledujicich mésicich (pokles TOC z 189 az 367 mg/I na 1,3 az 4,1 mg/l) nasledoval

pokles poctu KTJ.
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Obr. 29: Pocty kultivovatelnych psychrofilnich baktérii v podzemni vodé (KTJ/ml)

5.3.1.5 Analyzy PLFA a 454 pyrosekvenace

Na Obr. 30 jsou zndzornény vysledky analyz fosfolipidovych mastnych kyselin (PLFA)
v podzemni vodé charakteristickych pro 4 skupiny mikroorganism(: baktérie,
anaerobni baktérie, gram poztivni (G+) baktérie a gram negativni (G-) baktérie.
Analyzy PLFA v zeminé béhem prvni abiotické faze pilotni zkousky ukdzaly generelné
pozitivni dopad injektdze nZVI na autochtonni mikroorganismy (data uvedena
v Clanku autora (Némecek et al., 2014)). Na obsahy PLFA v podzemni vodé méla
pozitivni vliv aplikace substrdtu. Kulminace koncentrace PLFA (0 2 oz 3 fady ve
srovndni s urovni pred aplikaci substratu) byla zaznamendna koly monitoringu
provedenymi 3 az 4,5 mésice po aplikaci, tedy pozdeéji ve srovndni s vysledky
kultivacnich zkousek. Poté ndsledoval pokles koncentraci PLFA v dusledku vy&erpdni

substratu.

70



G+ bacteria G- bacteria
2500 2500

heyinjecti
nZVl injection whey injection wheyinjecigon

nZVlinjection
X e

2000 rd r'd 2000 '

]{ \ e PV-209 / \ === PV-209
1500 —a—pv212 1500 = V212
/ \ PV-214 ° \ PV-214

1000 1000
/ N ;\ e PV-215 V\ \‘ e PV-215
500 e PV-217 500 e PV/-217
Mﬁ;
0 IRt o | mem——n e

VII-12 X-12 1-13 V-13 VIII-13 XI-13 -14 VI-14 VI-12 X-12 -13 V-13 VII-13 XI-13 li-14 VI-14

Bacteria Anaerobic bacteria
6000 700
nZVl injection wheyinjec}izn nZVlinjection whey injection
5000 / 7 600 / r’d
7( \ 500
e PV/-209

4000 === PV-209 X \
400

i PV-212

——PV-212
3000 / \
/ \ Pv-214 300 PV-214

=—=—PV-215 / \
2000 = pV215
= PV-217 200
LA I X -
1000 100 A
0 0

VII-12 X-12 1-13 V-13 VIII-13 XI-13 ll-14 VI-14 ViI-12 X-12 I-13 V-13 ViiI-13 XI-13 -14 VI-14

Obr. 30: Vyvoj bakteridlniho osidleni sledovaného pomoci obsahu PLFA v podzemni

vodé vybranych vrtu (ng/l)

Na konci pilotni zkousky byly na Mikrobiologickém Ustavu AV CR provedeny analyzy 4
vzorkl podzemni vody 454 pyrosekvenaci. V priméru bylo identifikovdno 1909
sekvenci na vzorek s délkou >400 bdzi. Na zdkladé 97% podobnosti bylo stanoveno
362 operacnich taxonomickych jednotek (OTU). Po identifikaci komunity na drovni
rodu a celedi byla zjisténa pritomnost prevdazné fakultativné anaerobnich (referencni
vrt PV-212) nebo strikiné a fakultativné anaerobnich baktérii (injektdzni a monitorovaci
vrty PV-209, PV-214 a PV-217). V referencnim vrtu PV-212 dominovaly celedé
Comamonadaceae, Pelobacteraceae, Holophagaceae, které jsou zndmy
schopnosti redukovat Fe(lll) a dusicnany (Lonergan et al., 1996; Coates et al., 1999;
Osaka et al., 2006) a rod Geobacter, kde u G. metallireducens byla zjisténa schopnost
redukovat nejen zelezo ale i primo Cr(VI) (Lovley et al., 1993). Tyto poznatky naznacuiji

prirozeny potencidl redukovat Cr(VI) v mistnich podminkdach.

Siran a Zelezo redukujici baktérie byly identifikovany ve vrtu PV-209 zastoupenymi rody
Geobacter, Desulfovibrio, Janthinobacterium, Desulfosporosinus a Sulfurospirillum,
(Laverman et al., 1995; Bale et al., 1997; Robertson et al., 2001; Lovley et al., 2004).
Velmi podobnd situace byla zjisténa ve vzorcich z monitorovacich vrtd PV-214 a
PV217, ve kterych byly identifikovany rody Geobacter, Sulfuritalea a celedé

Desulfobacteraceae, Desulfobulbaceae, Comamonadaceae, Oxalobacteraceae,
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Holophagaceae, Rhodocyclaceaqe, Nifrospinaceaqe, Ruminococcaceae,
Catabacteriaceae (Lovley et al., 2004; Weber et al., 2006; Li and Peng, 2011).

Pritomnost vyse uvedenych rodd a celedi naznacuje, Ze proces redukce Cr(VI) byl
vyznamnou mérou zprostredkovdn Zelezo redukujicimi a siran redukujicimi baktériemi,
o kterych bylo zjisténo, Ze reaguiji vice jak 100x rychleji nez baktérie redukuijici Cr(VI)
primo (Somasundaram et al., 2011). Toto tvrzeni podporuji zvysené obsahy Fe(l) v
podzemni vodé béhem biotické fdze, které pretrvavaly i po poklesu mikrobidini

biomasy béhem poslednich dvou kol monitoringu.

5.3.1.6 Hydrochemické zmény vyvolané aplikaci substratu

Vyvoj zdkladniho chemizmu podzemnich vod monitorvacich vrtd PV-209, PV-215 a

PV217 béhem pilotni zkousky je zndzornén Durovovy grafy na Obr. 31 az 33.

Celkové lze konstatovat, ze jok aplikace nZVI, tak i substratu ovlivnila zdkladni
chemickeé slozeni podzemni vody nevyrazné. V obou pripadech se jednd o nevyrazny
nArdst celkové mineralizace a posun V relativnim zastoupeni jednotlivych iontd.
V pripadé aplikovaného substratu tyto zmény kulminovaly priblizné 3. mésic po jeho
zAsaku a poté je pozorovdn pozvolny ndvrat k pivodnimu sloZzeni. Zmény v obsazich
jednotivych aniontd (docasny ndarlst hydrogenuhlicitand) souvisi s Zddoucim rozvojem

mikrobidini aktivity stimulovanym dodanym substrdtem.
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Obr. 31: Duroviv diagram popisujici vyvoj hydrochemickych viastnosti podzemni
vody ve vriu PV-209
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73




5.3.2 Pilotni zkouska na lokalité C

5.3.2.1 Fyzikalné-chemické a anorganické parametry podzemni vody

Po prvni injektdzi nZVI doslo k vyraznému poklesu Eh podzemni vody z cca +400 mV na
priblizné -400 mV jak ve vrtech prvni monitorovaci linie vzddlené cca 2 m od
injektdznich sond (Obr. 34 vpravo), tak i druhé linie ve vzddlenosti cca 8 m (Obr. 34
vlevo). Injektdz nZVI ovlivnila i Eh podzemni vody referencniho vrtu MV-1 situovaného
cca 6 m proti proudu podzemni vody. Ve vrtech druhé linie doslo krychlému
obnoveni Eh na pUvodni hodnoty, ve vrtech prvni linie (pfedevsim ve vrtech MV-2 a
MV-3, do kterych proniklo nZVI) byl nastup Eh pomalejsi. Druhd aplikace nZVI se na
poklesu Eh projevila méné a to predevsim v podzemni vodé vrtl druhé monitorovaci
linie. DOvodem je skutecnost, Ze pii prvni aplikaci byla suspenze nZVI pripravena
v dvojndsobném mnozstvi vody, viastni aplikaci tedy doslo k distribuci nZVI na vétsi
vzddlenost. U vrt¥ prvni monitorovaci linie byl opétovny ndstup En pozvolnéjsi a pred
aplikaci substratu dosdhl hodnot 200 - 290 mV. Aplikace organického subtrdatu
(syrovatky) vyvolala opétovny pokles Eh k nulovym hodnotdm, poté se Eh podzemni
vody ustdlilo na drovni 50 mV ve vrtech prvni monitorovaci linie a cca 100 mV
ve vrtech druhé monitorovaci linie a na téchto Urovnich vydrzelo az do konce zkousky

i po vycCerpdni substratu (viz graf obsahu TOC v podzemni vodé na Obr. 37).
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Obr. 34: Eh podzemni vody v prubéhu pilotni zkousky
Svislé linie znazomuji datum injektaze nZVI ,nZVI injection®, resp. aplikaci syrovatky
.whey injection®. Vpravo jsou vyznaceny vrty prvni monitorovaci linie, vlevo jsou

vyznaé eny vrty druhé monitorovaci linie.

V pribéhu pilotni zkousky byl pozorovdn zajimavy vyvoj obsahu dusic¢nand, Fe, Mn a

siran0 (Obr. 35). Zatimco v piipadé Mn se, predeviim v podzemni vodé prvni
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monitorovaci linie, zasak nZVI a zejména substrdtu projevil zietelnym ndristem
koncentrace v dusledku jeho redukce z Mn(lV) na rozpustnou formu Mn(ll), u Fe byl
tento ndrGst méné vyrazny a to i pres pozorovany pokles obsahu sirant a vyskyt

methanu (data nejsou prezentovdana) indikujici siiné redukni prostredi.

Obdobné jako v pripadé lokality Hraddek nad Nisou byl sestaven stabilitni Eh-pH
diagram pro rdzné speciace Fe za piitomnosti siran’, viz Obr. 36. Na grafu je patrny
vyrazny posun Fe z oblasti Fe(OH)s az do oblasti pyritu FeSz po prvni aplikaci nZVI. Po
oxidaci aplikovaného nzZVI ndsleduje ndvrat Fe do oblasti stability Fe(OH)s. Tento
posun se opakuje po druhé aplikaci nZVI, i kdyz Fe nedosdhlo oblast stability pyritu.
Aplikace substratu vyvolala biologickou redukci oxidovaného Fe(ll) do oblasti
stability Fe2+(aq). Lze predpokiddat, ze timto zpUsobem bylo oxidované nZVI po

aplikaci substrdtu biologicky cdastecné regenerovdno na reaktivni formy Fe(ll).

Béhem 2. (biotické) fdaze zkousky byl rovnéz sledovdan vyvoj sulfanu v podzemni vode.
Pred aplikaci substrdtu byly obsahy sulfanu pod mezi laboratorni stanovitelnosti
(<0,010 mg/l). Po aplikaci substrdtu koncentrace sulfanu redukci siranU narostly
v aplika¢nich vrtech az na 0,53 mg/I (IN-TA, 68 dni od zahdjeni davkovani syrovatky),
v monitorovacich vrtech 1. linie az na 0,32 mg/l (MV-2, 68 dni po zahdjeni) a
v monitorovacich vrtech 2. linie az 0,084 mg/l (HS-2, 106 dni po zahdjeni). Poté
ndsledoval pozvolny pokles a na konci zkousky (188 dni po zahdjeni aplikace
substratu) byly v téchto vrtech obsahy sulfanu ve vysi 47% az 60% zjisténych maxim.
Pritomnost sulfanu naznacuje moznost dalsiho mechanizmu nepfimé biologické

redukce Cr(VI) timto plynem podle rovnic (9-11) (Somasundaram et al., 2011).
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Obr. 35: Koncentrace NOs, Fe, Mn a SO+ v podzemni vodé vriu prvni (vpravo) a
druhé (vlevo) monitorovaci linie
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! Fe$@DH{o ), 1

\ Fe(OH);(ppd)

Diagram F&*,T = 15°C,P = 1.013 bars, a [main] = 107" a[-h0] = 1,a[50;] = 107%%% Suppressed: Hem atite, Goethite, Magnetite

Obr. 36: pH-Eh diagram pro Fe za piitomnosti siry.

Barva symboli: Zluta - vychozi stav, modra - prvni aplikacenZVI, svétle modra - druha
aplikace nZVI, éervend - stavy pred druhou aplikaci nZVI a pifed aplikaci substrdtu, zelena -
po aplikaci subtratu. (Stabilitni oblasti vypoé&itdny modelem Geochemist’s Workbench
s vyuzZitim jeho termodynamické databdze thermo.dat pii potlaéeni hematitu, goethitu a

magnetitu)

5.3.2.2 Spotreba substratu
Monitoring podzemnich vod, ktery probéhl 7. den po zahdjeni davkovani substratu,

zaznamenal ndrdst TOC na hodnoty od 54 do 58 mg/I ve vrtech prvni monitorovaci
linie (MV-2 az MV-4) a 46 az 58 mg/I v Cerpanych vrtech HS-1, resp. HS-2. Prekvapive
nejvyssi koncentrace TOC byla zjisténa v nejvzddlenégjs§im monitorovacim vriu HV-2
(79 mg/l). Substrat se cirkulaci podzemnich vod rozsifil i proti sméru prirozeného
proudéni podzemnich vod (MV-1: 62 mg/l). Cirkulaci vod tedy doslo k rovnomérné

distribuci substratu, i kdyz v nizsi koncentraci TOC nez se predpokiddalo. Ddvodem je
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naredéni zasdklé syrovatky velkym objemem podzemni vody vyplyvajci z vysoké
propustnosti kolektorovych hornin.

V dalsich tydnech ndsledoval rychly pokles TOC ve vSech monitorovacich vrtech
doprovdazeny ndaristem koncentrace Mn, Fe, hydrogenuhli¢itand a poklesem sirand.
Je tedy ziejmé, Ze dominantnim procesem zpUsobujicim pokles obsahu TOC byl
bakteridini rozklad. Stejné jako v pripadé pilotni zkousky na lokalité Hrddek nad Nisou

byla odhadnuta rychlost spotreby TOC s vyuzitim popisu poklesu TOC v podzemni
vodeé kinetikou prvniho fadu.

Vysledné hodnoty rozpadové konstanty k Cinily 0,047 az 0,072 den'',

Ve srovndni s rychlostmi rozkladu substratu na lokalité Hradek nad Nisou jsou hodnoty

rozpadové konstanty na lokalité C zhruba 2x vyssi.
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Obr. 37: Koncentrace TOC v podzemni vodé vrtu prvni (vpravo) a druhé (vievo)
monitorovaci linie
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5.3.2.3 Koncentrace Cr(VI) a Creaic vV podzemni vodé

Vyvoj koncentraci Cr(Vl) v podzemni vodé v pribéhu obou fézi (nano a bio-) pilotni
zkoudky, je zndzormmén na Obr. 38 grafy koncentraci v monitorovacich vrtech
situovanych v prvni (vpravo), resp. druné monitorovaci linii (vlevo), tedy v rdznych

vzddlenostech od vrt0 aplikacnich.

V podzemni vodé vrtd prvni monitorovaci linie (cca 2 m od aplikacnich sond) se
prvni i druhy zdsak nZVI projevil poklesem Cr(VI) az pod mez kvantifikace pouzité
analytické metody. Opétovny ndrist obsahu Cr(Vl) byl po druhé aplikaci nzZVi
mirné&jsi a tak doslo ke znatelnému celkovému poklesu Urovné znecisténi (na cca 10%
az 15% vychozi koncentrace) pred aplikaci substratu. Ndsledné naddvkovani
substratu  vyvolalo rychly pokles obsahu Cr(Vl) v podzemni vodé pod mez
stanovitelnosti, kde setrval i ve viech zbylych kolech monitoringu (oo dobu 188 dni).
Obsahy Cree. vV podzemni vodé tohoto vrtu pred a po aplikaci nZVI a substratu
kopirovaly obsahy Cr(VI). Na rozdil od lokality Hrddek nad Nisou nebyly pozorovany
docasné zvysené obsahy Creer. VvV podzemni vodé pravdépodobné souvisejici

s tvorbou organickych komplex( Cr3+,
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Obr. 38: Vyvoj koncentrace Cr(Vl) - nahoie, a Crecei. (dole) v podzemni vodé vriu

prvni (vpravo) a druhé (vlevo) monitorovaci linie
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Ve vrtech druhé monitorovaci linie vzddlené cca 8 m od aplikacnich vrt0 byla
vychozi koncentrace Cr(VIl) vyrazné nizsi (jednotky mg/l) nez ve vrtech prvni linie
(desitky mg/l). Vliv aplikace nZVI nebyl v téchto vrtech tak patrny (vyjma vrtu MV-5
po prvni aplikaci nZVI a vrtu HS-2 po druhé aplikaci nZVI). Po aplikaci substrdtu obsah
Cr(VI) klesl ve vsech vrtech pod mez stanovitelnosti a pod touto mezi setrval po
Zbytek monitorovaného obdobi (188 dni). Prvni kolo monitoringu po aplikaci
substratu (po 7 dnech) v podzemni vodé vrtd druhé linie detekovalo mirné zvyseny
obsah Cree. (v Urovni desetin mg/l). V daldich kolech jiz byl obsah velmi nizky -

v drovni prvnich setfin mg/l nebo pod mezi kvantifikace (<0,005 mg/l).

/ména koncentrace Cr(VI) vyvoland injektazemi nZVI a substratu je patrnd z plosné
interpretace dat na Obr. 39. Zobrdzkd je patmny plosné vétsi Gcinny dosah
bioredukce stimulované cirkulaci distribuovaného substrdtu oproti Ucinku staticky

injektovaného nanozeleza.
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Obr. 39: Koncentrace Cr(VI) v podzemni vodé pred 1. aplikaci nZVI (vlevo nahoie),
pred 2. aplikaci nZVI (vpravo nahore), po 2. aplikaci nZVI (vievo dole) a 188 dni po
aplikaci substratu
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Pretrvavaijici redukcni podminky ve vztahu k Cr(VI) dokladuiji, obdobné jako v pripadé
pilotni zkousky na lokalité Hradek nad Nisou, synergicky a posloupny Ucinek abiotické
a biotické fdze testované metody. nZVI oxidované béhem prvni biotické fdze bylo
casteCné regenerovano béhem druhé biotické fdaze, tzn. biogenné redukovdno na
Fe(ll). To pravdépodobné diouhodobé pUsobilo jako redukéni cinidlo pro Cr(VI), i kadyz
uz mikrobidlni osidleni pokleslo zpé&t na pdvodni Uroveri v dusledku vycerpdni

dodaného organického substratu (viz nize).

5.3.2.4 Vysledky semikvantitativni fazové analyzy rentgenovou praskovou difrakci

Semikvantitativni fazové analyze rentgenovou prdskovou difrakci byly v laboratofi
Ceské geologické sluzby podrobeny 4 vzorky kolektorové zeminy umisténé
v kartridzich zavésenych ve vrtech MV-1, MV-3, MV-4 a MV-5. Vzorky zemin byly
z kartridzi odebrany 20.11.2014, tedy v zavéru pilotni zkousky (106 dni po zahdjeni
bioredukeni faze), zamrazeny a odvezeny do laboratore. Analyzy zjistily dominantni
podil kiemnene a minoritni az podruzny podil Zived, kalcitu, chloritu a blize neurcitelné
slidy (v takto nizkych koncentracich neni mozné identifikovat, o ktery druh slidy se

jednd), viz Tab. 5.

Tabulka 5: Vysledky semikvantitativni analyzy (hm. %)

Vzorek Q K-Zivec | Na-Zivec | Slida | Kaolinit | Chlorit | Kalcit
MV-1 88 1 3 1 1 - 6
MV-3 85 2 4 1 1 - 7
MV-4 89 1 2 1 1 - 6
MV-5 87 1 3 1 1 - 7

Pozn.: Vzorek MV-5 by mohl obsahovat hematit na hranici limitu detekce metody. Limit detekce metody se
pohybuje v zavislosti na charakteru faze a jeji krystalinité v rozmezi 0.5 - 3 hm. %.

5.3.2.5 Vysledky prvkové analyzy zeminy metodou SEM-EDS

Vzorky zemin odebrané po 106 dnech od zahdjeni bioredukeni faze z kartridzi byly
rovnéz podrobeny prvkové analyze metodou SEM-EDS v laboratorich TUL. Nejdrive
byla provedena prvkovd analyza véech vzorkd s malym priblizenim, aby byly zistény
priméré obsahy prvkd v zeminé. Z analyz vyplynuly dominantni podily kysliku (47
%vAah. az 56 %vah.) a kiemiku (10 %vah. az 40 %vah.), coz potvrzuje previddajici
pritomnost kiemene identifikovanou rentgenovou prdaskovou difrakci. Hmotnostni podil
Cr byl velmi nizky (do 0,22 %vah). Nasledné byla provedena prvkovd analyza vzorku
zvrtu MV-3 a MV-4 s velkym priblizenim pro detailni lokalizaci a kvantifikaci vyskytu
chrému se spolu se vyskytujicimi prvky. Na Obr. 40 je EDS snimek vzorku z vriu MV-4

s vyznacenim vyskytu prvkd Cr, Fe a Si. Vyskyt Cr a Fe na témze vyrezu vzorku je
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zndzornén na Obr. 41. Vysledky prvkové analyzy obou srazenin obsahujici Cr jsou

uvedeny v Tab. 6

EDS Layered Image 32

Hm

Obr. 40: EDS spektrum pro detekci vyskytu Cr (Zluté) — vzorek z vrtu MV-4

Cr Kol Fe Kal

| e — | p—
25um 25um

Obr. 41: Vyskyt Cr a Fe ve vyirezu na Obr. 40 (vystup EDS spektra)
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Tabulka é6: Hmotnostni podil jednotlivych prvki v oblasti sraZenin na Obr. 40

Spekirum
/prvek | Spekirum 17 | Spekirum 18
C 3.08 4.15
O 5.49 3.5
Mg 0.19 ND
Al 1.12 0.72
Si 2.87 2.49
K 0.19 0.19
Ca 1.43 1.41
Cr 10.61 10.23
Fe 74.59 77.3
Cu 0.43 ND
Total 100 100

Z vysledkU prvkové analyzy metodou SEM-EDS je patrné, Ze redukovany chréom Cr(lll)
neni v horninové matrici rovhomémné dispergovan, ale vytvar amorfni srazeniny, ve
kterych je vahové zastoupen z 10,6%, resp. 10,2%, srazeniny obsahuji vysoky obsah Fe
74,6% , resp. 77.3%) a kysliku (56,5%, resp. 3,56%), coz indikuje pritomnost amorfniho
CrFe1x(OH)s. Pravdépodobné na povrchu aglomerovanych nezreagovanych nzVI. To
je vsouladu s vysledky Tessierovych sekvencnich extrakénich zkousek provedenych
v rdmci kolonovych zkousek, ze kterych vyplyvd, ze dominantni podil chrébmu je po

jeho redukci v zeminé vazdan na oxidy (hydroxidy) Fe a Mn.

Vzorky zeminy z vrtd MV-1, MV-3, MV-4 a MV-5 byly v laboratofi UPOL analyzovdny
metodou rentgenové fotoelekironové spektroskopie (XPS) pro stanoveni valence Cr.
U vzorkd MV 1, 3 a 5 byl zjistén pouze Cr(ll) a na zakladé analyz spektrdinich car Ize
usuzovat, ze se jednd o oxidy/hydroxidy Cr(ll), coz potvrzuje interpretaci vysledku
analyz SEM-EDS.

5.3.2.6 Vysledky analyz zemin metodou XPS a Méssbauerovy spektroskopie

U vzorku MV4 byla analyza XPS provedena po magnetické separaci a byl méren
pouze magneticky podil - v tomto pripadé byl identifikovan Cr(ll) (fzn. Cr v podobé
oxid0 &i hydroxid®) i Cr v kovovém stavu (moznd piitomnost "otéru” vriného ndstroje

z nerez oceli).

Pro meéreni valence/speciace Fe byla v laboratofi UPOL pouzita Mbssbauerova

spekiroskopie (méren byl pouze vzorek MV4 s nejvyssim obsahem Fe pri teploté 100 K
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aby nedochdzelo ke zméndm valencniho stavu Fe v pribéhu méreni). Zjistény byly

ndsledujici valencni stavy Fe:
Fe(0) - 6%

Fed) - 21%

Fedlll) - 73%

V pripadé Fedl) (a patré casti Fe(ll)) se jednd o fazi "green rust - GR", u Fe(ll) je
fazové prirazeni ponékud nejednoznacné. GR je smésny Fe(D-Fedll) hydroxid, ktery
vznikd jako meziprodukt korozi zeleza (Lee a Batfchelor, 2002), v nasem pripadé
pravdépodobné oxidaci nanocdstic ZVI. Z literatury je zndmo, ze jak siranovd forma
GR (FellaFel2(OH)12S04.yH20), tak i uhlic¢itanova forma GR (FelsFella(OH)12COs.yH20)
jsou schopny redukovat Cr(VIl) obdobnou nebo vyssi rychlosti nez je pfimd redukce
mikroorganismy (Williams et al., 2000). Je tedy zrejmé, Ze redukce Cr(VI) je vysledkem
pUsobeni vice redukénich c&inidel, které jsou vice & méné produkovdny nebo

recyklovany procesy iniciovanymi studovanou kombinovanou metodou.

5.3.2.7 Koncentrace chlorovanych ethenl v podzemni vodé

Obdobné jako Cr(Vl), tak i chlorované etheny (CIU-Eth) mohou byt odstranény
z podzemnich vod kombinovanou nano-bio redukeni technologii. Zatimco v pripadé
chréomu je Ucelem prevést toxickou a mobilni hexavalentni formu Cr(VI) redukci na
netoxickou a velmi mdlo mobilni Cr(lll), Ize za vhodnych podminek abiotickymi a
biotickymi oxidac¢né redukcnimi procesy dechlorovat chlorované etheny (ale i
chlorované ethany a methany) na netoxické formy ethen a ethan (resp. ethan a
methan). Pri abiotické redukci pUsobi nZVI joko donor elekiron’, které formdiné
redukuji uhlik v molekule chlorovaného ethenu a ve stejném kroku eliminuji atomy
chléru (tfzv. B-eliminace). Prikladem je redukce TCE na chloroacetylen podle rovnice

(napft. Cwiertny a Scherer, 2010):

CHCI=CCl2+ 2e— HC=CCI + 2CI- €))

Méné termodynamicky vyhodnou abiotickou formou dehalogenace je
hydrogendhalogenace nebo reduktivni dehalogenace, pri které dochdzi k sekvencni
hydrogenolyze, tedy substituci vodiku za atom chléru a zdrovern kredukci uhliku

v molekule chlorovaného ethenu elekironem darovanym nulmocnym zelezem.
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Prikladem je redukce 1,1-DCE na vinychlorid podle rovnice (napr. Cwiertny a Scherer,
2010):

CHo=CCl2+ 2e + H*— CH=CHCI + 2CI (40)

Pri biologické dehalogenaci je hlavnim procesem sekvencni hydrogendehalogenace
(viz vyse), kdy donorem elektronu (a vodiku) je molekuldrni vodik produkovany
fermentaci organickych Iatek prirozené se vyskytujicich nebo ucelové do zvodnéného

prostredi aplikovanych (v nasem pripadé syrovatka).

Na Obr. 42 jsou zndzornény vyse popsané abiotické a biotické cesty dehalogenace

chlorovanych ethend.
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Obr. 42: MozZné cesty dehalogenace chlorovanych etheniu (Cwiertny a Scherer, 2010)
Carkované sipky znaéi hydrogendehalogenaci, piné Sipky znaé&i p-eliminaci,
trojahelnikové sipky znaéi redukci bez dehalogenace.
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Abiotické fdaze pilotni zkousky (aplikace nZVI) nemély vyznamny a predevsim déle
frvajici G¢inek na rozklad CIU-Eth v podzemni vodé vrtd prvni monitorovaci linie.
V druhé linii monitorovacich vrtd (MV-5, HS-1, HS-2, HV-2) se vliv aplikace nZVI na
obsahu CIU-Eth prakticky neprojevil vUbec. Snizeni Gc¢innosti redukce CIU-Eth
nulmocnym Zelezem v pritomnosti Cr(Vl) byla pozorovdna i pfi laboratornich

zkouskdach s makrocdsticemi nuimocného zeleza (TUL, 2013)

Aplikaci syrovatky doslo ke stimulaci sekvencni biologické reduktivni dechlorace TCE

na nize chlorované uhlovodiky:
TCE — DCE — VC — ethen — ethan

V prvni linii monitorovacich vrtd (MV-2, MV-3, MV-4) i ve vrtu MV-1 situovaném profi
smeéru prirodniho proudéni podzemnich vod doslo k poklesu koncentrace TCE az pod
mez laboratorni stanovitelnosti (<1 pg/. Zdroveri doslo k ndrlstu koncentraci
meziproduktd rozkladu - cis-DCE a VC. Ty suréitym zpozdénim poklesly za
pozorovaného ndrdstu ethenu a ethanu, viz graf vyvoje koncentrace ve vrtu MV-3 na
Obr. 43. V poslednim kole monitoringu v Unoru 2015 byl jiz pokles sumdrnich obsah(
CIU-Eth v podzemni vodé prvni linie vice jak 90%, viz Obr. 44, Postupnd dechlorace je
patrnd na grafu Obr. 45 vyjadrujicim vyvoj stupné dechlorace, ktery je definovan
vztahem (Sinke et al. 2001):

[TCE]+ 2[cis — DCE]+ 3[VC] + 4[ethen] + 4[ethan]
4x ([PCE] + [TCE]+ [cis — DCE]+ [VC]+ [ethen]+ [ethan])

x100%

kde (kontaminant) predstavuje moldmni koncentraci (mmol/l) jednotlivych

kontaminantd .

Stupen dechlorace pred prvni aplikaci nZVI Cinil 26% az 35%, pricemz nejvyssi byl ve
vrtu MV-5 na odfokové linii a nejnizsi ve vrtu MV-1 na linii natokové. Prirozend
dechorace CIU-Eth je tedy patnd i na vzddlenosti cca 15 m, coz na zdkladé
vypoctené filtracni rychlosti (1,5 m/den, viz kap. 4.3.2.1) odpovidd dobé zdrzeni
podzemni vody cca 10 dni. Po aplikacich nZVI stupen dechlorace docasné narostl az
na 53% a 56% ve vrtu prvni monitorovaci linie MV-3. Ve vzddlengjsim vrtu MV-5 (druhd
monitorovaci linie) jiz byla dechorace vyvoland injektdzemi nzZVI vyrazné nizsi.
Aplikace substratu akcelerovala dechloraci na hodnotu 95% po 106 dni od zacdatku
aplikace substratu a 99% po 188 dnech, kdy byly v podzemni vodé pritomny prakticky
jen nechlorované ethan a ethen. Za zminku stoji i docasny ndrUst stupné dechlorace

v referencnim vrtu MV-1 situovaném proti sméru prirozeného proudéni podzemnich
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vod z divodu Sifeni substrdtu béhem jeho injektdze i fimto smérem a ndsledny pokles

stupné dechlorace vyvolany ndtokem kontaminované podzemni vody.

Je tedy zrejmé, Ze pokles koncentrace CIU-Eth je dominantné vysledkem biologické
sekvencni hydrogenolyzy stimulované doddnim substradtu a nikoliv fedénim nebo

sorpci matecného TCE.
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Obr. 43: Koncentrace jednotlivych CIU-Eth, ethanu a ethenu v podzemni vodé vrtu
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Obr. 44: Sumarni koncentrace CIU-Eth v podzemni vodé
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Obr. 45: Stupen dechlorace CIU-Eth v podzemni vodé

Ve srovndni s kinetikou bioredukce Cr(Vl) je rozklad CIU-Eth proces pomalejsi, cozZ je
ddno tim, Ze rozklad méné chlorovanych ethend (DCE a VC) vyZaduje vice redukeni
prostfedi a dominantni podil CIU-Eth je vd&zdn sorpci na zeminu a postupné se do

sanované podzemni vody desorbuje (tedy mnozstvi CIU-Eth v podzemni vodé
L~dotuje™).

5.3.2.8 Uginek kombinované sanaéni metody na mikrobialni populaci

Ve vzorcich podzemni vody byly v prObéhu pilotni zkousky provddény v laboratofi
spolecnosti Dekonta kultivacni zkousky pro stanoveni pritomnosti psychrofiinich

bakterii. Vyvoj koncentraci psychrofiinich bakterii je zaznamendn na ndsledujicim
grafu.
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Obr. 46: Vyvoj koncentraci kultivovatelnych psychrofilnich bakterii v pribéhu
pilotniho testu

Z prObéhu vysledk( kultivacnich zkou$ek je jasné patné, Ze aplikace nZVI mély na
koncentrace psychrofiinich bakterii vyskytujicich se v podzemni vodé pozitivni vliv.
Vliv aplikace syrovatky byl jednoznacné také pozitivni, kdyz koncentrace
psychrofilnich bakterii ze vsech sledovanych vrtd narostly nad 104 KTJ/ml. Po
vycCerpdni dodaného substratu (syrovatky) koncentrace psychrofilnich bakterii opét
poklesly az na rozsah f&dd 10! az 102 KTJ/ml, tedy na podcty nizsi, nez pred zahdjenim
pokusu. Tento jev souvisi pravdépodobné s pretrvavajicim redukénim prostredim
zvodnéného horninového prostredi s deficitem kysliku (psychrofiini bakterie jsou
kultivovany v aerobnich podminkdch) a spostupnym vycerpdnim dodaného

substratu (syrovatky).

5.3.2.9 Analyzy PLFA
V pripadé PLFA jsou k dispozici vysledky pred prvni injektdzi nZVI (13.1.2014), piri

doznivani biotické faze (20.11.2014) a na konci celé pilotni zkousky (12.1.2015). Pred
prvni injektdzi nZVI bylo nejvyssi mikrobidini oziveni (celkovd mikrobidini biomasa) ve
vrtech MV-3 a MV-4, niz§i ve vrtech MV-1 a MV-5. Aplikace syrovatky se na
mikrobidinim oziveni projevila pozitivné predevsim ve vrtech MV-1 a MV-3, kde byl
nArdst celkové mikrobidini biomasy nékolikandsobny. Ziejmy je rovnéz ndrdst baktérii
a anaerobnich baktérii prevsim ve vrtech prvni linie MV-3 a MV-4, které jsou nejblize
aplikacnim vrtdm syrovatky a kde byly zaznamendny nejnizsi hodnoty ORP. Nejnizsi

ndarUst osidleni baktériemi a anaerobnimi baktériemi byl zaznamendn v podzemni
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vodé vrtu MV-1, situovaném proti proudu od aplikacnich vrtd, nicméné cdstecné

také ovlivnénym injektovanou syrovatkou.

V zavéru pilotni zkousky byl zaznamendn vyrazny pokles celkového mikrobidiniho
oziveni podobné jako na lokalité Hraddek nad Nisou a to dokonce pod droven
zisténou pred zahdjenim pilotni zkousky. Moznym vysvétlenim je inhibice
mikroorganismU utilizujicich jiZz spotfebovany substrat (syrovatku) a prilis kratkd doba
na opétovné osidleni pUvodnimi mikroorganismy, resp. jejich reakce na pretrvavaijici
anoxické prostredi (pred zahdjenim pilotni  zkousky bylo prostredi oxické).
Koncentrace PLFA tedy vykdzaly obdobny vyvoj jako vysledky kultivacnich zkousek

psychrofilnich mikroorganizma.
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Obr. 47: Vysledky stanoveni parametri PLFA ve vodé z vriu na lokalité odebrané
13.1.2014 (pFed zahdjenim pilotni zkousky), 20.11.2014 (doznivani biotické
faze) a 12.1.2015 (konec pokusu)

5.3.2.10 Hydrochemické zmény vyvolané aplikaci substratu

Z hydrochemického hlediska byly podzemni vody na lokalité pred zahdjenim pilotni
zkousky kombinované technologie klasifikovany vétsinou jako typ Ca- HCOs.

Z hlediska kvantitativnino obsahu soli Ize podle Alekina (Pitr 1990) podzemni vodu
oznacit jako vodu s vyssi mineralizaci (890 az 1160 mg/I) s pH pohybujici se v neutrdini
oblasti (pH 7,1 az 7,2).
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Aplikace nzZVI vkvétnu 2014 se vzdkladnim chemiznu podzemni vody v
pozorovacich vrtech prakticky neprojevila. Mineralizace podzemni vody zUstala na
priblizné pUvodni Urovni. V nebliz§ich pozorovacich vrtech byl pozorovdn nevyrazny
a kratkodoby pokles obsahu hydrogenuhlicitant, pravdépodobné v disledku
vysrdzeni uhlicitand a mirny ndrist pH na hodnoty 7,3 az 7.,5. Hydrochemicky typ
podzemni vody (Ca-SOa4) se nezmenil.

Po aplikaci substratu doslo ke zméndm chemizmu podzemni vody, které jsou typické
pro mikrobidini rozklad organické hmoty, tedy k poklesu (vyCerpdni) termindinich
akceptor?d elektronu (TEA), konkrétné sirand nebo k ndrdstu jiz redukovanych TEA —
predeviim manganu, v mensi mife i Zeleza. Cdst Zeleza se mohla vysrdzet spolu
s redukovanou formou siry (sulfan byl v podzemni vodé identifikovdn) jako FeS nebo
FeS.. Hydrochemicky typ zUstal Ca-SOa. Celkovd minerdlizace vyrazné poklesla
vV podzemni vodé pozorovacich objektd ve sméru proudéni na 610 az 690 mg/I.
V druhé poloviné bioredukéni fdze pilotni zkousky doslo k postupnému ndvratu
hydrochemického sloZzeni i celkové mineralizace na pdvodni droven.

Pokles pH podzemni vody vyvolany aplikaci syrovatky a ndslednou biochemickou
produkci mastnych kyselin byl minimdini a to vlivem pufracni schopnosti
kolektorovych hornin i aplikaci malého mnozstvi vdpenného miéka spolu se
syrovatkou.

Celkové Ize konstatovat, Zze aplikace nanozeleza ovlivnila zakladni chemické slozeni
podzemni vody minimdlné. Aplikace substrdtu vyvolala biogeochemické procesy
vedouci k docasnému snizeni celkové mineralizace. Vyvoj hydrochemickych
vliastnosti podzemnich vod pro vrty MV-1, MV-4 a HS-2 je graficky zndzornén na
Durovovych diagramech (Obr. 48 - 50).
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Obr. 48: Durovuv diagram popisujici vyvoj hydrochemickych viastnosti podzemni vody ve
vriu MV-1

91



MV-4
100% SO, Vysvétlivky:
2 & ¥ ’ Y.
= \v = pred nZVI
b # 5.dni po nZVI
B &° o1 21 dni po nzZVI
: = S < 47 dni po nZVI
* 4 68 dni po nZVI
ks TDS (mglL : :
%% W Q§P o* i B 19 dni po syrovaice
o/l &' N 3 8 8 8 8 8 2 3 ® 47 dni po syrovatce
s s — - ‘I:' 'If-‘ 0 ? CI' C" ‘I:‘ ‘I:‘ S A B8 dni po syrovatce
“op | I 106 dni po syrovatce
%Os _ i '/—\ v 188 dni po syrovatce
2 %0 A ' I "‘j’ /_"";.' + Lﬁ vVE &
: - SR A
8% !
= 1@ |
o -
Qf;o'. i
14} 4
o | x
73 R
75 —O

Obr. 49: Durovuv diagram popisujici vyvoj hydrochemickych viastnosti podzemni vody ve
vriu MV-4
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Obr. 50: Durovuv diagram popisujici vyvoj hydrochemickych viastnosti podzemni vody ve
vriu HS-2
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6.

Hlavni

Souhrn poznatku

poznatky ze studia kombinované metody sanace podzemnich vod

znecisténych hexavalentnim chromem Ize shrnout takto:

Vsddkové pokusy:

Testovanim substrdtu  vsadkovymi pokusy biotické redukce byla zjisténa
nejrychlejsi redukce Cr(VI) v pripadé syrovatky a laktatu, nejpomalejsi v pripadé
rostlinného oleje. Snizeni pocate&ni davky substrdtt z TOC 500 mg/I na 100 mg/!

nezpUsobilo snizeni rychlosti biotické redukce Cr(VI).

V pribéhu vsadkovych pokust byl redukovany chrém Cr(lll) rychle imobilizovan

a nezUstdval v roztoku.

Bioredukce Cr(VI) testovanymi substrdty nevyvolala negativni ekotoxicky efekt.

Kombinované kolonové zkousky:

Kombinovanymi kolonovymi zkouskami byla zjisténa dobrd dcinnost odstranéni
chromu z vodni fdze nanozelezem (95%)., bez negativniho Ucinku na

mikroorganismy.

Navazujici biotickd faze kombinované kolonové zkoudky s vyuzitim syrovatky

jako substratu vykdzala ucinnost odstranéni chromu 99%.

Z vysledkU Tessierovy sekvencni extrakce vyplyvd, Zze chrom se v zeminé vdze
predeviim na oxidy Fe a Mn (46% az 52% celkového extrahovatelného
mnozstvi), jednd se o pomérné stabilni vazbu. Vyssi podily chromu vdzaného
na oxidy Fe a Mn byly zjistény u kolony simulujici kombinovanou abio- a bio-
redukci ve srovndni skolonami simulujicimi  tyto procesy samostatné.
Zanedbatelny byl podil slabé iontové vyménné vazby chrédmu na horninovou

maftrici.

Byla vypoctena efektivni redukeni kapacita nZVI (ERC) ve vysi 1566 mg Cr(VI)/g
nZVI.

Byla stanovena prirozend atenuacni kapacita testované zeminy ve vysi 23,8 mg
Cr(VI/kg.

Na zdkladé analyz PLFA neméla aplikace nZVI negativni viiv na mikrobidini

populaci a jeji bioredukeni aktivitu.
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Pilotni zkousky:

Lokalita Hraddek nad Nisou:

Poufziti nZVI vrdmci 1. faze pilotni zkousky vedlo k rychlému, byt ne trvalému,
poklesu koncentraci Cr(Vl) s celkové pozitivnim dopadem na autochtonni
mikrofléru. Tim se vytvorily vhodné podminky pro 2. fazi — biotickou redukci
Cr(VD.

Aplikaci substratu (syrovatky) béhem 2. faze pilotni zkousky doslo k rozvoji
anaerobni a fakultativné anaerobni mikrofldry, kterd ndsledné redukovala
Cr(Vl). Ug&inek biotické redukce byl pozorovdn i v monitorovacim vrtu
situovaném 22 m od aplika¢nich vrtd 9 mésict po aplikaci substratu. V této
oblasti o plose cca 350 m? byly obsahy Cr(VIl) v podzemni vodé pod nebo

blizko meze laboratorni stanovitelnosti.

Na zdkladé zhodnoceni hydrochemickych dat pilotni zkousky je ziejmé, ze
dominujicim remediacnim procesem 2. faze byla neprimd biotickd redukce
reaktivnimi formami Fe(l) a/nebo H2S vznikajicim biotickou redukci Fedll), resp.
SO4% nebo reaktivnimi minerdly obsahujicimi tyto redukované prvky (napr. FeS
nebo FeSy). Toto tvrzeni podporuji vysledky 454 pyrosekvenace, kterou byly
identifikovany mikroorganismy s dokumentovanou schopnosti redukovat zelezo.
Tento proces byl amplifikovdn pritomnosti biologicky dostupného Fe(ll)
v dUsledku predchozi oxidace nZVI. BEhem 2. (biotické) fdze tak bylo castecné
regenerovano nZVI oxidované béhem 1. faze, ¢imz dochdz k synergii obou

geofixacnich mechanizm.

Jak aplikace nZVI, tak i substrdtu ovlivnila zakladni chemické slozeni podzemni
vody nevyrazné. V obou piipadech se jednd o nevyrazny ndrist celkové
mineralizace a posun V relativnim zastoupeni jednotlivych iontd. V pripadé
aplikovaného substrdatu tyto zmény kulminovaly priblizné 3. mésic po jeho
zAsaku a poté je pozorovdn pozvolny ndvrat k pdvodnimu sloZzeni. Zmény
v obsazich jednotivych aniontd (ndrlst hydrogenuhlic¢itan’) souvisi s Zaddoucim

rozvojem mikrobidlini aktivity stimulovanym dodanym substratem.

Lokalita C:

Aplikacemi nZVI doslo k vyrazné redukci koncentrace Cr(VI) predevsim v prvni
linii monitorovacich vrtd vzddlené 2 m od injektdzich sond. V pozorovacich
objektech druhé linie vzddlené cca 8 m (HS-1, HS-2, MV-5 a HV-2) jiz nebyl efekt
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nZVI tak patrny, doslo vak k celkovému snizeni obsah¥ Cr(VI) v podzemni vodé
pred zahdjenim 2. (biotické) faze pilotni sanace. Nizsi efekt nZVI oproti lokalité
Hraddek nad Nisou je pravdépodobné dUsledkemm mensiho mnozstvi

aplikovaného nZVI ( 2 aplikace po 20 kg nZVI oproti 1 aplikaci 120 kg nZVI).

Béhem 2. (biotické) faze doslo i pres vyrazné nizsi obsah TOC v podzemni vodé
po naddvkovani substratu ve srovndni s lokalitou Hradek nad Nisou (46 az
79 mg/I oproti 189 az 367 mg/l) k rychlému poklesu obsahu Cr(VI) v podzemni
vodé ve viech monitorovacich vrtech pod mez kvantifikace a pod touto mezi
setrvala po zbytek monitorovaciho obdobi (188 dni). Na rozdil od pilotni zkousky
realizované v Hraddku nad Nisou nebyly v takové mife pozorovdny zvysené
obsahy Cree. DOVvodem mUze byt nizsi koncentrace dodaného organického
substratu, jehoz metabolity mohou vytvdret docasné rozpustné organické
komplexy Cr3 nebo vyssi pH, pri kterém se Cr3*+ sndze fixuje na horninové

prostredi.

Z vysledk( prvkové analyzy zeminy metodou SEM-EDS vyplyvd, ze redukovany
chréom Crdll) neni v horninové matrici rovnomérné dispergovan, ale vytvari
srazeniny obsahuijici vysoky obsah Fe (74,6%, resp. 77.3%) a kysliku (56,5%, resp.
3,6%), coz indikuje pritomnost CrxFel-x(OH)s. To koresponduje s vysledky
Tessierovych sekvencnich extrakénich testd provedenych v rdmci kolonovych
zkousek. Vyskyt redukovaného chréomu Cr(ll) ve formé oxid(/hydroxid¥ indikuij i
vysledky XPS.

Madssbauerovou spektroskopii byly ve vzorku kolektorové zeminy zjistény
valencni stavy zeleza Fe(0), Fe(l) a Fedll), pricemz u Fe(ll) a casti Fe(ll) se jednd
o fazi ,green rust®, o které je zndma schopnost redukovat Cr(VI). Zvyse
uvedenych poznatkl je ziejmé, ze redukce Cr(Vl) je vysledkem pusobeni vice
redukcnich cinidel, které jsou vice Ci méné produkovdny nebo recyklovany

procesy iniciovanymi studovanou kombinovanou metodou.

Kombinovand sanacni technologie vykdzala velmi dobré vysledky i v pripadé
sanace znecisténi CIU-Eth. Pokles koncentrace CIU-Eth po aplikaci nanozeleza
nebyl vyrazny jako Cr(VI), aplikace substrdtu vsak stimulovala biologickou
sekvencni reduktivni dechloraci chorovanych uhlovodikd

(hydrogendehalogenci) az na nechlorované a netoxické ethen a ethan.
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Z prObéhu vysledkd kultivacnich mikrobiologickych zkousek je jasné patrné, ze
aplikace nZVI a predeviim substratu meéla pozitivni vliv na koncentrace
psychrofilnich bakterii vyskytujicich se v podzemni vodé. Po vycerpdni
dodaného substratu (syrovatky) koncentrace psychrofilnich bakterii opét
poklesly. V pripadé analyz PLFA v podzemni vodé byl po aplikaci substratu
pozorovdn ndrdst celkového mikrobidini osidieni podzemni vody ve srovndni se
stavem pred zahdjenim pilotni zkousky s tim, ze tento ndarUst je nejmarkantné;si
v podzemni vodé vrt0 situovanych nejblize mistu aplikace organického
substratu. V zavéru pilotni zkousky byl zaznamendn vyrazny pokles celkového
mikrobidiniho ozZiveni podobné jako na lokalité Hrddek nad Nisou a to dokonce
pod Uroven zjisténou pred zahdjenim pilotni zkousky. Vysvétleni je mozné hledat
ve zméndch konsorcia mikroorganizmd vyvolanych aplikaci substratu a jeho
ndaslednym vycerpdnim a s tim souvisejicich dobihajicich zméndch oxidacné-

redukcnich pomérd.

Aplikace nzVI ovlivnila zakladni chemické slozeni podzemni vody nevyrazné. Po
aplikaci substratu doslo ke zméndm, které souvisi s vyvolanou intenzifikaci
mikrobidlnich procesU - tedy k vycerpdni rozpusténych termindinich akceptord
elektronu (predevsim siranu) a ndrdstu koncentrace nékterych rozpusténych
kovl (manganu, v mensi mife Zeleza) v dusledku jejich mikrobidini redukce. To
generelné zpUsobilo pokles celkové mineralizace podzemnich vod. Tyto zmény

Ize na zakladé vysledkd monitoringu v zavéru zkousky povazovat za docasné.

96



Celkové shrnuti vyzkumu a ovéreni sanacni tfechnologie:

Pilotnimi zkouSkami byla prokdzdna vysokd Udcinnost posloupné kombinace
abiotické redukce Cr(VI) nanozelezem a biologicky zprostredkovand redukce

Cr(VI) z pohledu trvalého odstranéni Cr(VI) z podzemnich vod.

Laboratornimi a pilotnimi zkouskami byly zjistény provozni parametry (redukcni
kapacita nZVI, zpUsob ddavkovdni nZVI, mnozstvi substratu a rychlost jeho
spotreby), které jsou vyuzitelné pii koncepcnich ndvrzich plnoprovoznich

aplikaci sanacni technologie.

Pilotnimi zouskami byl identifikovdn vzdjemny UGc¢inek obou procesu, kdy
aktivitou mikrobidlniho spolecenstvi stimulovand dodanym substratem redukuje
spotfebované nZVI zFe(ll) na reakfivni formy Fe(l), které jsou schopné
redukovat Cr(VI) i po vycerpdni substratu. Na lokalité C byl béhem 2. (biotické)
faze detekovdn sulfan, ktery rovnéZz na Cr(Vl) pUsobi jako redukéni cinidlo.
Bé&hem biotické faze se tedy uplatnuji nejen primé (enzymatické) bioredukeni
procesy, ale pravdépodobné dominantni mérou i nepfimé souvisejici

s biologickou produkci reaktivnich forem Fe a S.

Vyvilenou technologii Ize pouzit i vpfipadé smésné formy znecisténi
podzemnich vod hexavalentnim chrébmem a chlorovanymi etheny, kterd je
v provozech povrchovych Uprav kovd pomérné castd. Pokles koncentrace CIU-
Eth po aplikaci nanozeleza nebyl tak vyrazny jako v pripadé Cr(VI), aplikace
substratu  vSak stimulovala  biologickou sekvencni reduktivni  dechloraci
chorovanych uhlovodikl (hydrogendehalogenaci) aZ na nechlorované a

netoxické ethen a ethan.

Vyviiend technologie je environmentdiné prijatelnou sanacni metodou.
Nespocivd ve vnosu zavadnych Idtek do horninového prostredi a nezpUsobuje
dlouhodobé negativni  zmény v zdkladnim hydrochemickém  sloZzeni

podzemnich vod nebo v jejich mikrobidinim oziven.
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7. Zaver

Dizertacni prdce se zabyvd vyzkumem a ovérenim pouzitelnosti kombinace dvou
procest — abiotické redukce nanozZelezem (nZVI) a biotické redukce podporené
aplikaci organického substratu, k sanaci podzemnich vod znecisténych Sestimocnym
chromem Cr(Vl). Na zdkladé dosazenych vysledkd Ize konstatovat, Ze
kombinovanou metodou bylo dosazeno vysoké Ucinnosti odstranéni  Cr(VI)
Z podzemnich vod, pri nizké a jen kratkodobé mobilité vznikiého Cr(ll). Ovéreno bylo
mnozstvi a davkovani redukéniho Cinidla a substratu, jejich migracni schopnosti a
Zivotnost. Bylo zjisténo, ze kombinaci obou metod dochdzi ke vzdjemnému Ucinku
obou geofixacnich mechanizmd. Aplikaci nZVI dochdzi ke snizeni celkové ekotoxicity
sanovaného prostredi. NZVI oxidované béhem abiotické fdze na Fe(lll) je aktivitou
mikrobidiniho spolecenstvi stimulovanou dodanym substrdtem redukovdano na
reaktivni formy Fe(l), které jsou schopné redukovat Cr(VI) i po vycerpdni substratu.
Béhem biotické faze se mikrobidlnimi procesy vytvari i sulfan, ktery rovnéz na Cr(VI)
pUsobi jako redukéni cCinidlo. BEhem této fdaze se tedy uplatiuji nejen piimé
(enzymatické) bioredukéni procesy, ale pravdépodobné dominantni mérou i

neprimeé souvisejici s biologickou produkci reaktivnich forem Fe a S.

Vyvijenou technologii Ize pouZit i v pripadé smésné formy znecisténi podzemnich vod
hexavalentnim chromem a chlorovanymi etheny, kterd je v provozech povrchovych

dprav kovt pomérné castd.

Aplikace nZVI i substratu ovlivnily zdkladni chemické sloZzeni podzemni vody

nevyrazné s pozorovanym pozvolnym ndvratem k pOvodnimu slozeni.

Vyse uvedené poznatky byly autorem prezentovdany na tuzemskych a zahranic¢nich

konferencich a publikovdany v odbornych ¢lancich.

Zavérem Ize na zdkladé dosazenych vysledk( konstatovat, ze tato metoda je
ucinnou a ekologicky Sefrnou sanacni metodou, kterou Ize doporucit pro cCisténi
podzemnich vod znecisténych fimto kovem. Oproti v soucasnosti pouzivanym
technologiim on-site nebo in-situ chemické redukce slouceninami siry méa vyhodu
predevsim v nizS§ich ndkladech a v absenci vndseni znacného mnozstvi cizorodych
I&tek do horninového prostredi, které mohou na dlouhou dobu ovlivnit chemizmus a

biotu podzemni vody.

Dalsi vyzkum v této oblasti by mél byt zaméren na zlepSeni migracnich viastnosti nZVI

a na vyvoj biogeochemickych metod cilenych na tvorbu reaktivnich minerdld.
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