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Souhrn

Prace je vénovana ucinku mikrovin na pudni mikroorganismy a hodnoceni jejich vlivu na vysledny
dekontaminacni efekt. Experimenty mikrovinné termické desorpce v laboratornim méfitku probihaly
s vyuzitim realné kontaminovanych matric. Byl sledovan ucinek teplotnich rezimt mikrovinné
termodesorpce na testovanou zeminu a jeji ovlivnéni heterotrofnich mikroorganismi po skonceni
procesu. Pro vzorky zeminy byla provedena vstupni a vystupni méreni mikrobiaini aktivity (DHA,
respiracni aktivita a stanoveni celkového poctu heterotrofnich mikroorganismut) a doprovodna analyza
poklesu dekontaminace (HS-GC).
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Uvod

Termicka desorpce je nespalovaci sanaéni technologii, kterd se vyuziva zejména pro odstrafiovani
organickych polutantd (POPs, PAHs, VOCs) ze zemin ¢&i stavebnich odpadu. Jedna se
o fyzikalné-chemicky proces fizeného ohfevu materialu, kdy vlivem zvy3ené teploty dochazi k pfevedeni
kontaminantll z pevné matrice do plynného proudu. V posledni dobé se stava atraktivni mikrovinny
ohfev materialu, jehoz vyhodou je rychlejSi dosazeni poZadované teploty desorpce a zaroven i uspory
energie. Modifikaci procesu pro in-situ sanace je mikrovinny venting nesaturované zény horninového
prostfedi, kdy dochazi vlivem zvySené teploty nejen k uc¢innéjSim a rychlejSimu odstranéni polutantu, ale
i ke zménam ve struktufe zeminy, coz mize nasledné ovlivnit ptdni mikroorganismy [1, 2]

Zemina je slozity systém zahrnujici pudni mikrofléru a jejich metabolické produkty, tj. pddni enzymy
hrajici roli v biochemickych reakcich materialové a energetické pfemény. Pudni dehydrogenazy se proto
uzivaji jako ukazatel celkové pudni mikrobialni aktivity, protoZze jsou esencialni intracelularni soucasti
vS8ech zivych bunék a pfitom se nehromadi extracelularné v pidnim prostfedi. Dehydrogenazy, jakozto
enzymy dychaciho fetézce, hraji vyznamnou roli v biologické oxidaci organické hmoty pfenosem vodiku
z organickych substratll pro anorganické akceptory a jsou zapojeny do redukénich procesl biosyntézy.
Dehydrogenazova aktivita (DHA) tedy slouzi jako indikator mikrobiologickych redox-systému, mize byt
povazovan za dobfe vypovidajici méfitko mikrobialnich oxida¢nich aktivit v pidé a je také povazovana
za umérny biomase mikroorganismu v pidé. [3-5]

K ukazatelim mikrobidlni aktivity patfi rovnéz respiracni aktivita zeminy. VSechny skupiny
mikroorganismu ziskavaji potfebnou energii obdobnym zpuUsobem, tj. oxidace organickych latek
v zeminé&, ve kterych je kyslik hlavnim akceptorem elektrond a vysledny produkt respirace je H,O a CO,.
Méfeni respiracni aktivity vychazi ze sledovani mnozstvi vytvofeného CO, &i ubytku O,. [6] K dalSim
ukazatelim monitorujicim mikrobialni aktivitu v zeminé fadime stanoveni celkového poctu heterotrofnich
mikroorganismu. Oproti sledovani mikrobialni aktivity je toto stanoveni pouze kvantifikaci biomasy, ktera
muZze pfispét k destrukci organickych latek. V pudnim edafonu se mikroorganismy témér vzdy vyskytuji
ve spoleCenstvech, tedy jako tzv. smiSeni kultury. Hraniéni poCet pro souZziti mikroorganismu je
10" KTJ/g susiny.

. Cilem pFedstavené prace bylo sledovani zmén v mikrobialni aktivité v kontaminované zeminé po
mikrovinném ohfevu a souvisejiciho dekontaminaéniho efektu v laboratornich podminkach.

Metodika

Laboratorni experimenty ventingu mikrovinami podporovaného ohfevu matrice probihaly na specialné
sestavené laboratorni aparatuie (

Obr. 1). Principem testd bylo prosavani definovaného mnozstvi vzduchu vrstvou kontaminované
zeminy v mirném podtlaku, kdy je zemina umisténa v kavité mikrovinné pece a ohfivana dle
definovaného teplotniho programu. Tento systém mikrovinného ventingu zpracovaval 100 g vsadky
uméle homogenizovaného vzorku kontaminované zeminy umisténé ve specialni vestavbé v mikrovinné
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peci, v tenké svrchni vrstvé bylo umisténo optickeé teplotni Cidlo propojené s generatorem mikrovin pro
zpétnovazebnou regulaci. Do vestavby byl spodem pfivadén okolni vzduch pfes rotametr regulujici
prutok na definovanou hodnotu. Vzduch byl nasavan vakuovou pumpou umisténou na konci aparatury.
Regulace pratoku vzduchu byla umoznéna pfisavanim okolniho vzduchu za aparaturou, pritok byl
kontrolovan hmotnostnim pritokomérem. Timto zplsobem byla testovana homogenizovana zemina
Z lokality A — areal byvalého vojenského letisté, piscita zemina, kontaminant letecky petrolej; z lokality B
— areal kovoobrabéciho pramyslu, hlinitopis¢ita zemina, kontaminant t€Z3i ropné frakce (mazaci oleje).
Pomoci experimentl byl porovnavan rezim laboratorni teploty (20 °C bez aplikace mikrovin) a dale
teploty 40, 50, 60, 70 a 90 °C. Cilova teplota byla dosazena béhem deseti minut s naslednym udrzenim
izotermy po dobu procesu dvé hodiny. Po kazdém procesu byl vzorek homogenizovan a jednotlivé dil&i
vzorky podrobeny jednotlivym analyzam.
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Obr. 1: Laboratorni aparatura mikrovinného ventingu

Hlavnim ukazatelem o probéhlé dekontaminaci matrice z lokality A byl dosazeny ubytek sumarni
koncentrace kontaminanti C6 — C18 meéfeny pomoci analyzy metanolového extraktu zeminy pomoci
statické head-space a plynové chromatografie (GC/FID).

Stanoveni DHA ve vzorcich po procesu ventingu mélo za ukol sledovat, zda dochazi k oziveni Ci
Uuhynu padnich mikroorganismu, jez se mohou ucastnit biodegradace ropnych latek v zeminé. Méfeni
DHA v zeminé& bylo provedeno podle normy CSN EN ISO 23753-1, tj. tfi paralely 5 g vzorku jsou zalité
5ml 0,5 % roztoku TTC a jeden slepy vzorek prelity pouze 5 ml pufru. Poté probiha inkubace 16 h pfi
25 °C bez pfistupu svétla, kdy dochazi k hydrolyze TTC na vysledny produkt TPF. TPF je extrahovan do
acetonu, jeho obsah zanalyzovan pomoci UV/VIS-spektrometrii pfi 485 nm, DHA je pfimo umérna
koncentraci TPF v extraktu zeminy. Respirometricky postup byl zaloZzen na méfeni biochemické spotieby
kysliku (BSK) ve vzorku a probihal na pfistroji OxiDirect®, v pfipadé tuhych vzorkud je postup oznaCovan
AT, Méfici jednotka je umisténa v termostatu vyhfivaném na 20 °C, kdy je vysledna hodnota BSK
mg O,/kg zeminy béhem ¢&tyf denniho méfeni stanovena na zakladé rozdilu tlak( v uzavieném systému.
Za ucCelem stanoveni poctu heterotrofnich mikroorganismi byla za pfisné aseptickych podminek
kultivovana suspenze inokula na PCA agaru pfi 30 °C tfi dny za aerobnich podminek roztérovou
metodou. Nasledné byl odecéten pocet narostlych kultur heterotrofnich mikroorganisma v médiu.

Vysledky a diskuze

Dosazené vysledky laboratornich testl jsou graficky znazornény na Obr. 2. Z Obr. 2 vlevo je patrné,
ze koncentrace kontaminantll v testované vsadce pevné matrice dle oekavani pfimo umérné klesa
s rostouci teplotou. Pro experiment o laboratorni teploté prosavaného vzduchu se jesté jedna jen
o mirny pokles puvodniho obsahu leteckého petroleje v zeminé. O vyznamném Gc¢inku mikrovinného
ohfevu na dekontaminaci, kdy doSlo k poklesu obsahu polutantd z vice nez 70 % proti plvodni



koncentraci, Ize hovofit u teploty 60 °C a vy3Si. AvSak kompletni dekontaminace za aplikovanych
podminek nastala az pfi 90 °C.
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Obr. 2: Efekt teploty béhem mikrovinného ventingu na tc¢innost dekontaminace alifatickych
uhlovodikid C6 — C18 ze zeminy z lokality A (vlevo) a na mikrobialni aktivitu této zeminy (vpravo)

Vpravo na Obr. 2 je vidét porovnani experimentd z hlediska mikrobiologie. Tyto vysledky jsou na
jedné strané pomérné prekvapivé, protoze nastalo mirné snizeni aktivity mikroorganismd proti
pUvodnimu stavu jiz pfi pouhém prosavani vzduchem o laboratorni teploté, ale s ohledem na
pravdépodobnou nejistotu méfeni, Ize konstatovat, ze k vyznamné zméné DHA nedoSlo. Po aplikaci
mikrovinného ohfevu na teplotu 40 °C a vy3$Si naopak doslo k vyraznému poklesu DHA, coz od 60 °C jiz
bylo olekavané, teplota 70°C je i v literarnich zdrojich uvedena jako hraniéni pro preZiti
mikroorganismu. Prekvapivy je ovSem vystup zjistény pro teplotu 90 °C. Doslo zde v porovnani s testy
za niZ8i teploty k ¢aste€nému znovu ozZiveni pevné matrice. Teplota 90 °C by méla mit spiSe sterilizujici
ucinky. Je pravdépodobné, Ze se zde projevil efekt hormeze, tj. kdy pusobeni vysoké teploty mohlo mit v
disledku pfiznivy ucinek na mikroorganismy, které se adaptuji na stresové podminky. Dlvodem vSak
mulze byt i odstranéni kontaminace a tedy snizeni toxického plsobeni. Nelze vSak vyloucit, ze tyto
vysledky jsou dusledkem obecné pomérné nizké miry ozZiveni této testované matrice odebrané na
lokalité A.

Na zakladé nejasnych vysledkd mikrobialni aktivity ve vzorcich z lokality A byl dale proveden obdobny
vyzkum se zeminou z lokality B, kterd se vyznacCovala vy3s8i DHA a také diky obsahu téZSich ropnych
frakci (C10 — C40) je mozné odlisit u€inek mikrovinného ohfevu od vlivu ubytku dekontaminace. Z téchto
divodl byla tedy vhodngjSim simulaénim nastrojem podrobnéjSiho porovnani vlivu mikrovinné
dekontaminace na pudni mikrofl6ru.

Vysledky porovnani méfeni DHA ve vzorku zeminy z lokality B po procesu s riznou teplotou pfinasi
Obr. 3. Vtomto pfipadé byl negativni efekt mikrovin nezpochybnitelny. Didvodem tohoto klesajiciho
trendu puasobeni mikrovin je, Ze mazaci oleje obsahuji t€z8i uhlovodikové frakce, a proto
dekontaminacni proces vyzaduje vyrazné vysSi teploty, nez tomu bylo pfi experimentu s leteckym
petrolejem. Proto je zde potlagen vliv ubytku znedidténi a znazornén pouze postupny negativni vliv
mikrovin na padni mikroorganismy.

Obr. 4 shrnuje a vzajemné porovnava vysledky respirometrického méfeni vzorku z jednotlivych
teplotnich rezim mikrovinného procesu a vstupni matrice. Vysledky porovnani respiracni aktivity oproti
méfeni DHA ukazuji odliSny ucinek technologie na mikrofléru. V pfipadé zeminy vystavené teploté 90 °C
nedoslo k tak vyraznému poklesu aktivity. Mikroorganismy jsou po opétovném nastoleni pfiznivych
podminek (vihkost, teplota) znovu schopny se zaktivizovat. Za povSimnuti stoji zvySeni respiracni aktivity
po procesu s teplotou 50 °C, kdy se pravdépodobné projevil efekt hormeze neboli reakce organismu po
zpétném nastoleni béZznych podminek v podobé pfipravy na kritické podminky zvySenim sveé aktivity. Az
do teploty 70 °C ohfev nezpusobil zasadni ovlivnéni aktivity mikrobu.
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Obr. 3: Vliv teploty mikrovinného ventingu na mikrobialni aktivitu v zeminé z |okality B
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Obr. 4: Vliv teploty ventingu na respiracni aktivitu (AT,) v zeminé z |okality B
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Obr. 5: Vliv teploty mikrovinného ventingu na celkové pocty heterotrofnich mikroorganismu
v zeminé z lokality B



Vysledky na Obr. 5 znazorfiuji uCinek teploty na vysledné pocty kultivovatelnych heterotrofnich
mikroorganismu, kdy vysledky znovu neodpovidaji pfedchozim. Prakticky v tomto ukazateli nenastala
vyznamna zména. Nutno v8ak podotknout, Ze nejistota méfeni u tohoto stanoveni je vyrazné vyssi, az
fadové, i proto se vysledky uvadéji v logaritmickém méfitku. Tento ukazatel vSak zahrnuje pouze urcitou
Cast spole€enstev mikrofléry kultivovatelné za pouzitych podminek postupu stanoveni. Nicméné tyto
vysledky podobné jako v pfipadé respirometrického stanoveni potvrzuji pomérné silnou protektivni funkci
zeminy, kdy mikroorganismy po aplikaci vysoké teploty a novém nastoleni pfiznivych podminek
pravdépodobné pomérné rychle obnovi svoji ptvodni vitalitu.

Rozdil mezi dosazenymi vysledky pfi pouziti rGznych ukazatell, zejména mezi DHA a pocty
heterotrofnich mikroorganismu, naznacuje, Ze jsou pfi hodnoceni dllezité také riizné podminky inkubace
a postupu méreni téchto ukazatell. Rovnéz kazdy ukazatel mlze upfednosthiovat urcité skupiny
mikroorganismu, dehydrogenazy napfiklad zahrnuji rovnéz anaerobni mikroorganismy, které je taktéz
produkuji, tyto enzymy se navic mohou vyskytovat i extracelularné. Nelze tak s jistotou dle jednoho
parametru zhodnotit kompletné ucinky na slozity systém mikroorganismd. Ale i z takto odliSnych
dosazenych vysledkl vyplyva, Zze pravdépodobné aplikace mikrovinného ohfevu in-situ v horninovém
prostfedi neni pro mikroorganismy letalni a pomérné rychle mohou obnovit svou funkci a Ize tak tuto
technologii pfipadné aplikovat v kombinaci biologickym docisténim lokality.

Zaver

Data ze studie technologie ventingu podpofeného mikrovinnym ohfevem a jejim vlivu na heterotrofni
pudni mikroorganismy potvrzuji vysokou rezistenci padnich mikroorganismu vuci extrémnim vnéjSim
vlivim a zaroven poukazuji na fakt, Ze problematika studia pGdnich mikroorganismu je pomérné
komplikovana a neexistuje zcela jednoznacny ukazatel.

Provedeny soubor laboratornich testll naznacuje, Ze teplota zeminy do 100 °C, ktera je pro tékavé
latky vysoce efektivni, neni pro mikroorganismy letalni, ¢imz ani mikrobialni procesy nejsou potlaeny.
Je mozné ocCekavat pfi postupném sniZzovani teploty v zeminé a jejim ovihéovani takeé jeji pomérné
rychlé zpétné oziveni, a tedy nelze vyloudit také pfip. pokracujici biodegradaci kontaminace po
skon€eném in-situ mikrovinném dekontaminaénim procesu. Pfi pfipadné biodegradaci se ve velké mife
uplatiuji aerobni heterotrofni mikroorganismy, kdy kromé oxidace organické hmoty probihaji i dalSi
biochemické redoxni déje.

Do budoucna bude tfeba provést daldi laboratorni méfeni pro lepSi pochopeni mechanismu
biodegradace a nalezeni optimalnich podminek k u¢innému zpétnému oziveni padniho edafonu.

Podékovani

Prispévek byl pripraven v ramci vyzkumu realizovaného s podporou projektu ,Vyvoj a ovéreni
technologie pro ucely intenzifikace in-situ sanacnich opatreni“ (TACR TA04020435).
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