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1. Úvod 
 

Rozklad a transport perzistentních organických polu-
tantů v životním prostředí probíhá jen velmi pomalu, což 
vede ke kumulaci těchto látek v půdách a sedimentech. 
Polutanty se sorbují na pevnou matrici a postupně difundu-
jí do vnitřních částí organické hmoty. Za určitý čas mohou 
být nedostupné pro transformační a transportní procesy; 
dochází ke snížení tzv. biopřístupné frakce organických 
polutantů. Stanovení velikosti této frakce lze využít 
k hodnocení environmentálního rizika, predikci bioakumu-
lace nebo mikrobiální degradace. Odhad environmentální-
ho rizika např. kontaminovaných půd souvisí 
s ekotoxicitou vzorků a tato souvisí s množstvím polutan-

tu, které může biotu ovlivnit. Klasické analytické metody 
však poskytují informaci o celkové koncentraci, a tedy toto 
riziko nadhodnocují. Oproti tomu při bioremediačních 
zásazích je nezbytné znát, jaká část organických polutantů 
může být transformována, a tedy zdali je možné bioreme-
diace použít pro úspěšné dosažení sanačních limitů.  

Tato práce poskytuje přehled nejpoužívanějších tech-
nik, které byly optimalizovány a využívány ke studiu 
a predikci biopřístupné frakce a rovněž vysvětlení rozdílu 
mezi touto a tzv. biodostupnou frakcí, což bývá velmi čas-
to v literatuře zaměňováno. U každé metody je vysvětlen 
extrakční princip a současně jsou diskutovány hlavní vý-
hody, nevýhody a praktická omezení.      

 
 

2. Definice biopřístupné a biodostupné frakce 
 
V současné době stále není definice biopřístupné 

a biodostupné frakce jednotná. Biopřístupná frakce před-
stavuje v této práci určitou část z celkového množství kon-
taminantu, která je potenciálně dostupná pro biologické 
děje. Pokud se organismus dostane s těmito polutanty do 
kontaktu, může dojít k jejich transportu přes biologickou 
membránu. Tato frakce zahrnuje nejenom polutanty volně 
rozpuštěné v pórové vodě, ale i ty, které jsou slabě vázané 
na povrchu nebo uvnitř půdních částic (obr. 1)1.   

Biodostupná frakce je část frakce biopřístupné a před-
stavuje pro organismy aktuálně dostupné množství. Bio-
dostupné látky se v biotě akumulují, působí toxicky, jsou 
intracelulárně biodegradovány nebo biotransformovány1.  

Velikost biopřístupného a biodostupného množství 
závisí především na fyzikálně-chemických vlastnostech 
kontaminantů, na vlastnostech půdy a exponovaného orga-
nismu. Biopřístupná frakce je výsledkem komplexních 
interakcí, je obtížné ji zobecnit, a proto se v literatuře se-
tkáváme s mnoha různými definicemi. Biodostupné je to 
množství látky, které se může asimilovat a působit toxic-
ky2. Biodostupná část látky je ta, která zůstane po vyprázd-
nění střeva v organismu na konci jeho stravovací periody3. 
Biodostupná je frakce určité látky, která může být absor-
bována živými organismy, nebo ji lze vyjádřit jako pravdě-
podobnost, se kterou lze očekávat toxické účinky4. Je to 
podíl chemické látky, který je dostupný pro rychlý trans-
port do vodní fáze5.  

Lanno a spol.6 rozdělili biodostupnost na tři složky. 
Environmentální dostupnost definovali jako část celkové-
ho množství látky v daném prostředí, která podléhá fyzi-
kálně chemickým procesům a je potenciálně dostupná. 
Jedná se tedy o jiné označení frakce biopřístupné. Druhou 
složku, environmentální biodostupnost, definovali jako 
podíl přijatého množství látky k celkovému množství, se 
kterým byl organismus v kontaktu. Toxikologicky bio-
dostupné jsou pak ty látky, které projdou membránou až 
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na místo účinku a začlení se do biologických procesů 
v buňce. 

Reichenberg a Mayer7 zavedli místo biodostupné 
a biopřístupné frakce dva jiné parametry: dosažitelnost 
a chemickou aktivitu. Dosažitelné je to množství látky, 
které se z kontaminovaných půd a sedimentů uvolní pomo-
cí mírné extrakce. Chemická aktivita popisuje energetické 
změny kontaminantu při termodynamických pochodech 
a biodostupnou frakci odhaduje z energetického stavu, 
který odpovídá koncentraci látek rozpuštěných v pórové 
vodě.   

O sjednocení definic se také pokusily některé meziná-
rodní organizace. Např. společnost NRC (National Re-
search Council) definovala tzv. biodostupné procesy. Jed-
ná se o fyzikální, chemické a biologické interakce, které 
mají vliv na expozici organismů v kontaminovaných pů-
dách a sedimentech. Tyto procesy zahrnují transport váza-
ných a volných polutantů v prostředí, uvolnění polutantů 
z pevné matrice a příjem polutantů přes biologickou mem-
bránu8. Mezinárodní organizace pro normalizaci 
(International Organization for Standardization) připravila 
obecný koncept, ve kterém definuje pojem 
„biopřístupnost“ i obecně postupy, jak by mohla být stano-
vována. Avšak tato norma oproti definicím v literatuře pod 
pojem „biopřístupnost“ nejasně zahrnuje téměř všechny 
výše uvedené termíny (biodostupnost, environmentální 
dostupnost apod.), a to jak pro organické polutanty, tak 
i kovy9.   

 

3. Metody stanovení biodostupné frakce 
 
Biodostupnou frakci lze stanovit biologickými meto-

dami, při kterých dochází k expozici organismů 
v kontaminovaných půdách nebo sedimentech.  

Přímé biologické metody jsou založeny na měření 
bioakumulace a stanovují množství látky přijaté daným 
organismem po určitém čase10. Míru bioakumulace lze za 
rovnovážného stavu kvantifikovat pomocí rozdělovacího 
koeficientu biota-půda (BSAF – biota-soil accumulation 
factor), který je definován jako podíl koncentrace látky 
v organismu a koncentrace látky v okolním prostředí. Kon-
centrace polutantu v půdě se často vztahuje na organický 
uhlík a koncentrace polutantu v organismu na množství 
lipidů11. K měření biodostupné frakce se běžně používají 
žížaly, protože jsou schopné akumulovat různé organické 
polutanty, např. polycyklické aromatické uhlovodíky 
(PAU)12,13, polychlorované bifenyly (PCB)14,15, chlorfe-
noly16, chlorbenzeny17 a pesticidy18,19. Žížaly jsou v pří-
mém kontaktu s kontaminovanou zeminou nejenom vnější 
pokožkou, ale i zažívacím traktem, což zajišťuje relativně 
vysokou citlivost testu. Nejčastěji se používají žížaly Eise-
nia fetida, Eisenia andrei a Lumbricus terrestris. Extrapo-
lace výsledků na jiné druhy žížal může být problematická 
z důvodu jejich odlišné citlivosti20. Bioakumulace polutan-
tů v rostlinách je relativně specifická, závisí na mnoha 
faktorech, a proto jsou výsledky studií získaných za růz-
ných podmínek těžko srovnatelné21–23. 

Obr. 1. Schématické znázornění biopřístupné, biodostupné a nedostupné frakce organických polutantů v půdách1  
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Ke zhodnocení rizika biodostupné frakce lze využít 
i nepřímé biologické metody, které jsou založeny na měře-
ní toxicity biodostupného množství polutantů. Při těchto 
testech se nejčastěji sledují nespecifické akutní, subchro-
nické nebo chronické účinky, jako jsou mortalita, inhibice 
růstu a inhibice reprodukce exponovaného organismu24–26. 
Při testech s bakteriemi Vibrio fischeri se vyhodnocuje 
inhibice bioluminiscence27,28. V některých případech je 
možné sledovat účinky specifické, např. indukci tvorby 
aminokyselin nebo proteinů29.  

Biodostupné PAU v dlouhodobě kontaminovaných 
zeminách studovali např. Čvančarová a spol.30. Autoři 
pomocí série exotoxikologických testů (mortalita a inhibi-
ce růstu žížal Eisenia fetida, inhibice růstu okřehku Lemna 
minor, mortalita a inhibice růstu korýšů Heterocypris in-
congruens, inhibice bioluminiscence bakterií Vibrio 
fischeri) a vhodně navržených kontrolních vzorků poprvé 
poskytli důkaz, že ekotoxicita PAU koreluje 
s biodostupnou frakcí. 

Nepřímé biologické metody jsou finančně a časově 
náročné a nepřinášejí informace o velikosti biodostupné 
frakce. Odpovědi organismů jsou většinou nespecifické, 
ale na rozdíl od chemických metod zahrnují biologické 
faktory. Výsledky biologických testů jsou relativně speci-
fické a většinou je nelze extrapolovat na jiné druhy nebo 
do jiných podmínek. I přes všechny nevýhody lze tyto 
metody využít v kombinaci s dalšími postupy ke studiu 
biodostupnosti.  

K nepřímým biologickým metodám je možné zařadit 
i biodegradační experimenty. Při mikrobiální degradaci 
dochází k rozkladu biodostupných látek. Velikost bio-
dostupné frakce lze teoreticky odvodit na základě úbytku 
polutantů v kontaminovaných zeminách, nicméně správ-
nost tohoto stanovení může být ovlivněna dalšími faktory, 
zejména transportem a abiotickou transformací polutan-
tů31,32. Mineralizace izotopicky značených sloučenin 
a měření produkce 14CO2 sice představuje další možnost, 
jak stanovit mikrobiálně dostupnou frakci, ale pouze 
v uměle kontaminovaných zeminách33,34.  

V současné době se k monitorování biodostupné frak-
ce a biodegradace začínají používat různé biosenzory35. 
Většinou se jedná o geneticky upravené mikroorganismy, 
do kterých je vnesen gen bakteriální bioluminiscence36. 
Pokud se bakterie dostanou do kontaktu s toxickými látka-
mi, dojde k poklesu luminiscence, který je úměrný bio-
dostupnému množství. Některé biosenzory jsou navrženy 
a geneticky upraveny tak, aby specificky reagovaly na 
přítomnost pouze některých polutantů, např. naftalenu37, 
PCB38 a chlorbenzoových kyselin39. Biosenzory lze také 
využít ke zhodnocení toxicity biodostupných polutantů, 
což přináší několik výhod. Použití biosenzorů je většinou 
levnější, citlivější a méně časově náročné ve srovnání se 
standardními ekotoxikologickými testy40.      

 

4. Metody stanovení biopřístupné frakce 
 
K odhadu velikosti biopřístupné frakce lze použít 

některé chemické metody, které jsou založeny na mírné 

extrakci polutantů z kontaminovaných materiálů. Přehled 
dosavadních studií biopřístupnosti je uveden v tabulkách I 
až V. Většina chemických metod vychází z předpokladu, 
že biopřístupné jsou pouze ty kontaminanty, které se mo-
hou z půdy nebo sedimentu snadno desorbovat, a tudíž je 
lze i snadno vyextrahovat.  Chemické metody jsou relativ-
ně rychlé a levné, ale neposkytují informace o toxicitě 
biodostupné frakce. Proto je vhodné chemické metody 
porovnávat s biologickými, což může přispět k přesnější 
a správnější predikci biodegradace kontaminantů a případ-
ného environmentálního rizika.   

 
4.1. Uspořádání extrakčních metod 

 
Mírné extrakční metody lze obecně rozdělit podle 

uspořádání na extrakce jednobodové, vícebodové rovno-
vážné, vícebodové nerovnovážné (sekvenční), statické 
a dynamické. Jako extrakční činidla se nejčastěji používají 
organická rozpouštědla, polymerní sorbenty ve vodném 
prostředí, nadkritický oxid uhličitý nebo vodný roztok 
cyklodextrinů.   

 
4.1.1. Jednobodové a vícebodové extrakce 

Při jednobodové extrakci je vzorek půdy extrahován 
určitý čas, po kterém se extrakční činidlo ze vzorku odebe-
re a analyzuje. Biopřístupná frakce je následně stanovena 
z množství vyextrahovaných polutantů. Tyto metody nej-
sou příliš spolehlivé a v případě směsné kontaminace je 
jejich použití nevhodné. Nastavit extrakční podmínky tak, 
aby vyhovovaly všem přítomným polutantům, je velice 
obtížné. Využití jednobodových extrakcí k predikci biopří-
stupného množství různých polutantů většinou vyžaduje 
zdlouhavou optimalizaci extrakční doby a směsi.   

Při vícebodové rovnovážné extrakci je půda rozdělena 
do několika extrakčních vzorků, které jsou extrahovány za 
stejných podmínek po různou dobu. Po dosažení extrakční 
doby je extrakční činidlo z patrony odebráno a analyzová-
no. Vyhodnocením všech časových odběrů získáme de-
sorpční křivku, která po určitém čase dosáhne rovnovážné-
ho stavu. Biopřístupná frakce je následně stanovena 
z rovnovážné koncentrace a často se používá k predikci 
bioakumulace polutantů v půdních bezobratlých živoči-
ších12,19,41.     

Vícebodová nerovnovážná extrakce se někdy nazývá 
extrakce sekvenční. Při této metodě je ke vzorku půdy 
přidáno extrakční činidlo, které je v určitých časových 
intervalech odebíráno a nahrazováno činidlem čerstvým. 
Během extrakce tedy nedochází k ustavení rovnováhy. 
Analýzou časových odběrů získáme desorpční kinetickou 
křivku (obr. 2), kterou lze pro většinu hydrofobních polu-
tantů popsat rovnicí (1), kde St je koncentrace polutantu, 
který byl vyextrahován z půdy za čas t; F je frakce, která 
podléhá rychlé desorpci; S0 je celková koncentrace polu-
tantu v půdě; k1 a k2 jsou rychlostní konstanty 1. řádu 
(cit.42). Desorpční křivka má dvě fáze. Nejprve převládá 
rychlá desorpce, která má rychlostní konstantu k1 , pak 
dominuje desorpce pomalá s rychlostní konstantou k2. Bio-
přístupné množství je stanoveno z rovnice (1) a odpovídá 



Chem. Listy 109, 254–268 (2015)                                                                                                                                              Referát 

257 

velikosti frakce označované jako F.  
Uvolňování hydrofobních polutantů v reálných pod-

mínkách nejpřesněji simulují sekvenční extrakce se sor-
bentem o vysoké sorpční kapacitě ve vodném prostředí. 
Pokud jsou polutanty z půdy extrahovány za použití jiných 
extrakčních činidel, je nutné podmínky optimalizovat tak, 
aby desorpční kinetické křivky vykazovaly dvoufázové 
chování. Bylo prokázáno, že parametr F umožňuje přesnou 
predikci biopřístupného množství a mikrobiální degrada-
ce5,43,44.  

  
4.1.2. Statické a dynamické extrakce 

Při dynamickém uspořádání je ke vzorku půdy neustá-
le přiváděno nové extrakční médium. Příkladem takových 
metod může být nadkritická fluidní extrakce nebo subkri-
tická vodní extrakce. Extrakce sekvenční jsou také částeč-
ně dynamické. Přívod nového extrakčního činidla je zajiš-
těn jeho pravidelnou a častou výměnou. Dynamické meto-
dy umožňují nejpřesnější stanovení biopřístupné frakce za 
předpokladu, že jsou hydrofobní polutanty v extrakčním 
médiu dostatečně rozpustné. Limitujícím krokem celého 
procesu je rychlost jejich desorpce z půdy, a desorpční 
kinetické křivky polutantů vykazují dvoufázové chování. 

Při statické extrakci se ustavuje rovnováha mezi vyex-
trahovaným množstvím a koncentrací polutantu v půdě. 
Statické metody neumožňují studovat desorpční kinetiku 
polutantů, a proto nejsou ke stanovení biopřístupné frakce 
příliš vhodné. 

 
4.2. Extrakce pomocí organických rozpouštědel 

 
Jedná se o metody statické a jednobodové, kde biopří-

stupná frakce je stanovena jako vyextrahované množství, 
což s sebou přináší řadu nevýhod. Extrakce je závislá na 
použitém extrakčním činidle a pro různé polutanty a konta-

minované zeminy je nutná optimalizace extrakční doby. 
Výsledky studií jsou různorodé a jen těžko porovnatelné 
a přenositelné do jiných podmínek. Příklady těchto postu-
pů jsou uvedeny tab. I.  Kelsey a spol.45  se pokusili predi-
kovat biodostupné množství izotopicky značeného atrazinu 
a fenanthrenu pro žížaly Eisenia fetida a bakterie Pseudo-
monas sp. v čerstvě kontaminované a v 11, 54 a 124 dní 
staré zemině. Z výsledků vyplývá, že pro predikci bio-
dostupné frakce různých polutantů nelze použít jen jedno 
rozpouštědlo, což dokazují i následující práce18,46.  Berg-
knut a spol.47 porovnali pomocí analýzy hlavních kompo-
nent (PCA) různé extrakční techniky a z výsledků vyply-
nulo, že použité extrakční metody nebyly schopné 
s vysokou přesností předpovědět množství jednotlivých 
PAU akumulovaných v žížalách Eisenia fetida. I přesto, že 
tyto metody nejsou příliš spolehlivé, používá mírnou ex-
trakci s n-butanolem nebo jinými organickými rozpouště-
dly stále řada autorů, což vede k častému nadhodnocení 
nebo podhodnocení biopřístupné frakce organických polu-
tantů48–50. 

 
4.3. Extrakce na tuhou fázi s využitím sorbentů 

 
Při této extrakci se kontinuálně míchá půda, voda 

a sorbent v uzavřené extrakční nádobě. Polutanty vázané 
v hlubokých půdních pórech se uvolňují a dostávají se na 
povrch, kde dochází k přímému kontaktu se sorbentem 
a k jeho zachycení. Nejčastěji se používají sorbenty volné 
(polymerní sorbent Tenax, pryskyřice amberlite XAD-2), 
nebo vázané na pevném nosiči (mikrovlákna s nepolární 
polydimethylsiloxanovou vrstvou, C18 disky) viz tab. II. 
Hlavní nevýhodou je časová náročnost, kdy extrakce mo-
hou trvat řádově i několik týdnů. Biopřístupná frakce je 
v případě jednobodového uspořádání stanovena z množství 
polutantů, které se za dobu extrakce na sorbent naváza-

St = F S0 exp(− k1t) + (1 − F) S0 exp(− k2t)          (1) 

 k1 

 k2 

Obr. 2. Desorpční  kinetická rovnice a ukázka dvoufázové desorpční křivky pyrenu  

vyextrahované  
množství 

 
(1 = 100 %) 

     0                     200                   400                  600 
                              čas, h 
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lo12,19,51,52. Při vícebodové rovnovážné extrakci je biopří-
stupná frakce stanovena z rovnovážné koncentrace, která 
se po dostatečně dlouhém čase ustavuje mezi půdou a sor-
bentem53. Uvolňování hydrofobních polutantů v reálných 
podmínkách dobře simulují sekvenční extrakce se sorben-
tem o vysoké sorpční kapacitě. V tomto systému se sice 
ustavuje rovnováha mezi půdou a sorbentem po relativně 
dlouhé době a desorpční kinetické křivky polutantů lze 
teoreticky získat pomocí vícebodové rovnovážné extrakce, 
ale vhodnější je pravděpodobně opět metoda sekvenční, 
při které je nutné sorbent v určitých časových intervalech 
v extrakční cele vyměňovat5,54–56. Pokud dojde k ustavení 
rovnováhy, tak v případě vícebodové rovnovážné extrakce 
nelze ze získaných křivek rozpoznat, zda došlo k nasycení 
sorbentu, nebo zda se nasorbovaly všechny slabě vázané 
polutanty a v půdě zůstala pouze nedostupná frakce. Ně-
které současné práce41,57 jsou založeny na podobném prin-
cipu a také odhadují bioakumulaci polutantů v různých 
půdních organismech na základě jejich koncentrace 
v rovnovážném stavu.  

Desorpční kinetikou hydrofobních polutantů z půd 
a sedimentů s využitím Tenaxu a pryskyřice XAD-2 se 
zabývalo několik prací. Jejich přehled je opět uveden 
v tab. II (cit.5,53–56). Další práce srovnávající SFE a XAD-2 
jsou uvedeny v  kapitole 4.5., tab. IV (cit.43,60).   Rovněž se 
někteří autoři se pokusili charakterizovat schopnost ad-
sorpce PAU a PCB na Tenaxu a dokumentovali vysokou 
efektivitu tohoto sorbentu58,59. Odhadem bioakumulace 
polutantů v různých bentických a půdních organismech 
pomocí Tenaxu se také dále zabývaly práce61–63.  

Obecně lze říci, že extrakce  pomocí sorbentu Tenax 
nebo pryskyřice XAD-2 jsou proveditelné v akcepto-
vatelném čase a mohou mít sekvenční uspořádání. Při pou-
žití vláken pro mikroextrakci na tuhou fázi (SPME) se v 
extrakčním systému nechává ustanovit rovnováha. To mů-
že trvat týdny až měsíce, proto nejsou SPME vlákna příliš 
vhodná pro látky, které se rychle degradují. Použití zmíně-
ných sorbentů (Tenax a XAD-2) je omezeno pouze na 
hydrofobní organopolutanty. Oproti tomu vlákna SPME 
mohou být vybrána dle svých vlastností tak, aby umožňo-
vala odhad biopřístupné frakce i relativně polárních látek. 
SPME vlákna lze aplikovat in situ při polních studiích, což 
přináší další výhodu oproti Tenaxu 64. 

 
4.4. Extrakce pomocí cyklodextrinů 

 
Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy s hydro-

filním povrchem a kruhovou nepolární dutinou, ve které se 
mohou hydrofobní polutanty zachytávat. Sorpční kapacita 
je závislá na velikosti a tvaru molekuly polutantu i nepo-
lární dutině cyklodextrinu. Tyto extrakce mohou mít, stej-
ně jako extrakce na tuhou fázi, jednobodové, vícebodové 
rovnovážné a vícebodové sekvenční uspořádání. Metoda je 
relativně jednoduchá, vyžaduje pouze míchání půdy a vod-
ného roztoku cyklodextrinu v extrakční cele. Přehled pu-
blikovaných metod je veden v tab. III(cit.65–69). Reid 
a spol.65 studovali extrakci PAU z půdy pomocí hydroxy-
propyl-β-cyklodextrinu pomocí jednobodové statické ex-
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trakce. Extrakce byla závislá na přidávaném množství cyk-
lodextrinu. Za optimální koncentraci byl považován jeho 
50 mM roztok a optimální doba extrakce byla stanovena na 
20 h. Stejné extrakční podmínky následně používala řada 
autorů k predikci biodegradace70–72 nebo bioakumulace 
PAU67,73,74 v uměle i dlouhodobě kontaminovaných zemi-
nách. Bernhardt a spol.66 extrahovali PAU a ropné uhlovo-
díky z dlouhodobě kontaminovaných zemin. Autoři porov-
nali dvě metody, extrakci pomocí roztoku hydroxypropyl-β-  
-cyklodextrinu a sorbentu Tenax, které měly vícebodové 
sekvenční uspořádání. Obě metody relativně přesně predi-
kovaly biopřístupné množství polutantů pro půdní mikro-
organismy. Vícebodová sekvenční extrakce PAU je také 
popsána v práci69. Autoři extrahovali polutanty ze sedi-
mentů pomocí roztoku hydroxypropyl-β-cyklodextrinu, 
surfaktantu  Triton X-100 a polymerního sorbentu Tenax. 
Následně porovnali desorpční kinetické křivky 
s množstvím PAU, které v sedimentech zůstalo po biode-
gradaci. Výsledky ukázaly, že sekvenční extrakce pomocí 
hydroxypropyl-β-cyklodextrinu a polymeru Tenax predi-
kovaly biopřístupné množství s vysokou přesností, a že 
použití surfaktantu Triton X-100 vedlo k extrakci i nedo-
stupných PAU, a tedy biopřístupné množství bylo význam-
ně nadhodnoceno. 

 
4.5. Nadkritická fluidní extrakce  

 
Při nadkritické fluidní extrakci (SFE) dochází 

k rozpouštění látek v nadkritických tekutinách, které vzni-
kají zahřátím plynu nebo kapaliny nad kritickou teplotu při 
současném stlačení nad kritický tlak. Ke studiu desorpční-
ho chování organopolutantů se nejčastěji používá oxid 
uhličitý. Jeho hlavními výhodami jsou nízké hodnoty kri-
tických parametrů (teplota 31 °C, tlak 0,73 MPa), bezpeč-
nost, zdravotní a ekologická nezávadnost a ve srovnání 
s ostatními možnými tekutinami i nižší cena. Molekula 
CO2 nemá dipólový moment, a proto se chová převážně 
jako nepolární rozpouštědlo. Při SFE je vzorek umístěn 
v extrakční cele, do které obvykle neustále proudí nové 
extrakční médium. Jedná se tedy o dynamickou metodu, 
která může mít jednobodové nebo vícebodové sekvenční 
uspořádání. Hlavní nevýhodou této techniky je její náročná 
instrumentace. Při extrakci se pracuje za vysokého tlaku, 
což vyžaduje dokonalou těsnost systému. Stanovení biopří-
stupné frakce metodou SFE je v porovnání s jinými meto-
dami relativně rychlé, extrakce obvykle trvá několik desí-
tek až stovek minut.  

Průběh desorpce PCB studovali pomocí vícebodové 
sekvenční SFE (cit.75–77). Sedimenty byly extrahovány 
oxidem uhličitým po dobu 4 h. Každou hodinu byly zvyšo-
vány hodnoty pracovního tlaku a teploty. Změřené kinetic-
ké křivky byly porovnány a rozděleny  na části rychlé, 
mírné, pomalé a velmi pomalé desorpce. Pokud se 
v průběhu extrakce mění extrakční parametry, nelze de-
sorpční křivku popsat dvoufázovým kinetickým modelem. 
Proto se další autoři zaměřili na extrakce polutantů za kon-
stantního tlaku a konstantní teploty, které při vícebodovém 
sekvenčním uspořádání umožňují F frakci stanovit. 

Přehled prací, v nichž se autoři pomocí SFE snažili 
odhadnout velikost biopřístupné frakce různých polutantů, 
je uveden v tab. IV (cit.30,43,44,60,78–83). Vícebodovou sek-
venční SFE s nadkritickým CO2 a vícebodovou sekvenční 
extrakci se sorbentem XAD-2, která simuluje uvolňování 
hydrofobních organických polutantů v reálných podmín-
kách, porovnává práce43.  Autoři nejprve sledovali vliv 
teploty a tlaku CO2 na tvar desorpčních křivek PAU. Ex-
trakční podmínky SFE následně upravili tak, aby F frakce 
stanovené oběma metodami vzájemně korelovaly (r2 > 
0,80). Optimalizovanou SFE extrakci (50 °C, 20 MPa) 
a extrakci se sorbentem XAD-2 pak autoři použili ke stu-
diu desorpce PAU z dlouhodobě kontaminovaných zemin 
na počátku, v průběhu a na konci bioremediačního experi-
mentu. Porovnáním kinetických křivek a vypočítaných 
hodnot F autoři zjistili, že se obě použité extrakční metody 
významně neliší. Hodnoty F se zároveň shodovaly 
s množstvím PAU, které bylo po 343 dnech degradováno. 
Z výsledků této práce vyplynulo, že lze obě extrakční tech-
niky použít k predikci mikrobiální degradace. Podstatnou 
výhodou SFE byla krátká doba extrakce (200 min), která 
s použitím sorbentu XAD-2 dosahovala 120 dnů.  
Z podmínek SFE této práce poté vycházela většina dalších 
autorů. Např. v pracích78,79 extrahovali PAU ze sazí 
a sedimentů nadkritickým CO2 při teplotě 50 °C a tlaku 
20 MPa. Kinetické křivky vyhodnotili pomocí dvoufázové-
ho modelu a zjistili, že jsou PAU velmi silně sorbované. 
Aby došlo k jejich úplnému uvolnění do prostředí, byl 
odhadnut potřebný čas na desítky až stovky let. Předpo-
klad, že tyto PAU nepředstavují velké riziko pro životní 
prostředí, nebyl v těchto pracích potvrzen žádným ekotoxi-
kologickým testem.  

Existují práce, které nepoužívají techniku vícebodové 
sekvenční SFE, ale mají jednobodové dynamické uspořá-
dání82,83. Vzorek je sice v neustálém kontaktu s novým 
CO2, ale nedochází k pravidelnému odběru frakcí a veli-
kost biopřístupné frakce je stanovena z celkového množ-
ství polutantů vyextrahovaného po určitém čase. 

 
4.6. Subkritická vodní extrakce 

 
Při subkritické vodní extrakci (SWE) je vzorek extra-

hován pomocí vody v kapalném stavu při vyšší teplotě 
a tlaku. Přehled publikovaných prací je uveden v tab. V. 
Pro tuto extrakci lze použít komerčně dostupný ASE® 
(accelerated solvent extraction) extraktor84,85. Hlavní nevý-
hoda tohoto extraktoru spočívá v tom, že extrakce je roz-
dělena pouze do několika statických kroků. Tento nedosta-
tek byl vyřešen konstrukcí relativně jednoduchého extrak-
toru, jehož základem jsou dvě vysokotlaké pumpy, a který 
pracuje v dynamickém uspořádání. Při extrakci zůstávají 
extrakční podmínky v cele se vzorkem po celou dobu ex-
trakce konstantní a vzorek je v neustálém kontaktu 
s čerstvým extrakčním médiem, ve kterém by měly být 
polutanty dostatečně rozpustné86,87.  

Kubátová a spol.87 porovnali vícebodovou sekvenční 
SWE (175 °C, 5 MPa) a SFE s oxidem uhličitým (50 °C, 
20 MPa). Autoři sledovali vliv průtoku mobilní fáze na 
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množství extrahovaných polutantů za konstant-
ní teploty a tlaku. Z výsledků vyplynulo, že 
s rostoucím průtokem subkritické vody od 0,25 
do 4 ml min–1 rostlo množství vyextrahovaných 
PAU. Autoři proto použili k popisu desorpce 
termodynamický model. Naopak extrakce 
s nadkritickým CO2 byla na průtoku téměř ne-
závislá a desorpční křivky popsali dvoufázo-
vým kinetickým modelem. Tyto výsledky od-
povídají faktu, že PAU ve vodě vykazovaly 
nedostatečnou rozpustnost. Islam a spol.88 mo-
delovali desorpční a kinetické chování naftale-
nu, fenanthrenu, fluoranthenu a pyrenu a zjisti-
li, že v průběhu extrakce podkritickou vodou 
z uměle kontaminované zeminy dochází 
k postupnému uvolňování PAU. Autoři sice 
popsali desorpční křivky pomocí dvoufázového 
kinetického modelu, avšak tyto křivky byly 
získány z půdy pouze 14 dnů kontaminované, 
což dvoufázové chování PAU nevysvětluje. 
Velmi pravděpodobně získali křivky ovlivněné 
nižší rozpustností PAU v médiu.     

 
 

5. Závěr 
 
Chemické metody mají velký potenciál, 

který lze využít ke studiu biopřístupné 
a biodostupné frakce organických polutantů a k 
predikci environmentálního rizika, což také 
potvrdili v nejnovější souborné publikaci Ca-
chada a spol.89. Výběr vhodné extrakční meto-
dy a nastavení mírných extrakčních podmínek 
jsou klíčové a zvyšují přesnost stanovení. Mno-
hé techniky jsou nespolehlivé nebo vyžadují 
zdlouhavou optimalizaci. Zejména podmínky 
jednobodových extrakcí jsou těžko přenositelné 
pro jiný případ matrice, a proto se jeví jako 
nevhodné. Obecně vhodnější a univerzálnější 
se zdají být vícebodové sekvenční extrakce, 
které umožňují odhad rychle desorbovatelné 
frakce F hydrofobních organických polutantů 
v reálných podmínkách. Vícebodové sekvenční 
extrakce se sorbentem se tedy jeví jako nejpřes-
nější, avšak hlavním problémem zůstává jejich 
časová náročnost. Adekvátní náhradou se zdají 
být dynamické metody v sekvenčním uspořádá-
ní např. SFE nebo SWE, které mohou zkrátit 
dobu extrakce i o několik řádů. SWE je oproti 
SFE instrumentálně jednodušší, což může zajis-
tit její snadnou dostupnost, nicméně extrakční 
podmínky SWE, které by byly vhodné k pre-
dikci biopřístupného množství hydrofobních 
polutantů, nebyly dosud spolehlivě optimalizo-
vány. 

 
Tato práce vznikla za podpory projektu 

Centrum kompetence číslo TE01020218 Tech-
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nologické agentury České republiky a projektu číslo 13-
28283S Grantové agentury České republiky.  
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M. Čvančarováa,b and T. Cajthamla,b (a Institute of 

Microbiology, Academy of Sciences of the Czech Republic, 
Prague, b Institute for Environmental Studies, Faculty of 
Science, Charles University, Prague): Methods for Deter-
mination of Bioaccessibility and Bioavailability of Hy-
drophobic Organic Pollutants    
  

Sorption of hydrophobic pollutants on organics in soil 
causes a substantial decrease in pollutant availability for 
transport and transformation processes. The pollutants 
gradually become unavailable for organisms, which can 
result in a reduction of ecotoxicity but also in a decrease in 
biodegradation efficiency. This review describes various 
biological and chemical methods that can be used for de-
termination of bioaccessible or bioavailable compounds. 
The biological methods make it possible to study bioaccu-
mulation or to measure toxicity of the pollutants. The 
chemical methods are based on incomplete extraction of 
the pollutants from the contaminated soil. The bioaccessi-
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ble portion can be estimated at the equilibrium stage. Other 
and probably more appropriate approaches are represented 
by sequential dynamic methods modelling two-site desorp-
tion kinetic curves of pollutants which can be used for 
relatively precise and reliable assessment of the bioaccessi-
bility (bioavailability) parameter.  
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