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1. Uvod

Rozklad a transport perzistentnich organickych polu-
tantl v zivotnim prostfedi probiha jen velmi pomalu, coz
vede ke kumulaci téchto latek v pidach a sedimentech.
Polutanty se sorbuji na pevnou matrici a postupné difundu-
ji do vnitinich ¢asti organické hmoty. Za uréity ¢as mohou
byt nedostupné pro transformacni a transportni procesy;
dochazi ke snizeni tzv. biopfistupné frakce organickych
polutantll. Stanoveni velikosti této frakce lze vyuzit
k hodnoceni environmentalniho rizika, predikci bioakumu-
lace nebo mikrobialni degradace. Odhad environmentalni-
ho rizika napf. kontaminovanych ptid souvisi
s ekotoxicitou vzorkill a tato souvisi s mnoZzstvim polutan-
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tu, které mtize biotu ovlivnit. Klasické analytické metody
vSak poskytuji informaci o celkové koncentraci, a tedy toto
riziko nadhodnocuji. Oproti tomu pii bioremediacnich
zasazich je nezbytné znat, jak4 ¢ast organickych polutantli
mize byt transformovana, a tedy zdali je mozné bioreme-
diace pouzit pro tispésné dosazeni sana¢nich limiti.

Tato prace poskytuje pirehled nejpouzivanéjsich tech-
nik, které byly optimalizovany a vyuzivany ke studiu
a predikci biopfistupné frakce a rovnéz vysvétleni rozdilu
mezi touto a tzv. biodostupnou frakei, coz byva velmi Cas-
to v literatute zaménovano. U kazdé metody je vysvétlen
extrakeni princip a soucasné jsou diskutovany hlavni vy-
hody, nevyhody a praktickd omezeni.

2. Definice biopiistupné a biodostupné frakce

V soucasné dob¢é stale neni definice biopfistupné
a biodostupné frakce jednotna. Biopiistupna frakce pred-
stavuje v této praci urcitou cast z celkového mnozstvi kon-
taminantu, kterd je potenciadlné¢ dostupna pro biologické
déje. Pokud se organismus dostane s témito polutanty do
kontaktu, miiZe dojit k jejich transportu pies biologickou
membranu. Tato frakce zahrnuje nejenom polutanty volné
rozpu$téné v porové vodg, ale i ty, které jsou slab& vazané
na povrchu nebo uvnitt padnich &astic (obr. 1)

Biodostupna frakce je Cast frakce biopfistupné a pred-
stavuje pro organismy aktualné dostupné mnozstvi. Bio-
dostupné latky se v biot¢ akumuluji, plisobi toxicky, jsou
intracelularng biodegradovany nebo biotransformovany'.

Velikost biopfistupného a biodostupného mnozstvi
zavisi predev§im na fyzikalné-chemickych vlastnostech
kontaminantt, na vlastnostech pudy a exponovaného orga-
nismu. Biopfistupna frakce je vysledkem komplexnich
interakci, je obtizné ji zobecnit, a proto se v literatuie se-
tkavame s mnoha rtiznymi definicemi. Biodostupné je to
mnozstvi latky, které se mlize asimilovat a plisobit toxic-
ky”. Biodostupna &ast latky je ta, ktera ziistane po vyprazd-
néni stieva v organismu na konci jeho stravovaci periody”.
Biodostupna je frakce urcité latky, kterda muize byt absor-
bovana zivymi organismy, nebo ji lze vyjadfit jako pravdé-
podobnost, se kterou lze ocekavat toxické ﬁéinky4. Je to
podil chemické latky, ktery je dostupny pro rychly trans-
port do vodni faze”.

Lanno a spol.® rozdélili biodostupnost na tii slozky.
Environmentélni dostupnost definovali jako ¢ast celkové-
ho mnozstvi latky v daném prostiedi, ktera podléha fyzi-
kalné chemickym procesim a je potencidlné¢ dostupna.
Jedna se tedy o jiné oznaceni frakce biopfistupné. Druhou
slozku, environmentdlni biodostupnost, definovali jako
podil ptijatého mnozstvi latky k celkovému mnozstvi, se
kterym byl organismus v kontaktu. Toxikologicky bio-
dostupné jsou pak ty latky, které projdou membranou az



Chem. Listy 109, 254-268 (2015)

Referat

Biopfistupna frakce - polutanty
slabé sorbované uvniti poru

Biopfistupna frakce -
polutanty slab¢é sorbované
na povrchu pudnich ¢astic

koteny rostlin

Biodostupna frakce - prijem
zivymi organizmy (bakterie,
rostliny, zizaly)

zizala

Nedostupna frakce - sekvestrace

Biopfistupna frakce - polutanty
desorbované z pudni matrice

polutantu v hlubokych pérech

Obr. 1. Schématické znazornéni biop¥istupné, biodostupné a nedostupné frakce organickych polutanti v piidach’

na misto u¢inku a zacleni se do biologickych procesi
v burce.

Reichenberg a Mayer’ zavedli misto biodostupné
a biopfistupné frakce dva jiné parametry: dosazitelnost
a chemickou aktivitu. DosaZitelné je to mnoZstvi latky,
které se z kontaminovanych ptd a sedimenti uvolni pomo-
ci mirné extrakce. Chemicka aktivita popisuje energetické
zmény kontaminantu pii termodynamickych pochodech
a biodostupnou frakci odhaduje z energetického stavu,
ktery odpovida koncentraci latek rozpusténych v porové
vode¢.

O sjednoceni definic se také pokusily nékteré mezina-
rodni organizace. Napf. spolecnost NRC (National Re-
search Council) definovala tzv. biodostupné procesy. Jed-
na se o fyzikalni, chemické a biologické interakce, které
maji vliv na expozici organismi v kontaminovanych pi-
dach a sedimentech. Tyto procesy zahrnuji transport vaza-
nych a volnych polutantll v prostiedi, uvolnéni polutantd
z pevné matrice a piijem polutantl pres biologickou mem-

branu®. Mezinarodni  organizace pro  normalizaci
(International Organization for Standardization) pfipravila
obecny  koncept, ve kterém  definuje  pojem

,,biopfistupnost® i obecné postupy, jak by mohla byt stano-
vovana. AvSak tato norma oproti definicim v literatufe pod
pojem ,.biopfistupnost nejasn¢ zahrnuje témeéf vSechny
vySe uvedené terminy (biodostupnost, environmentalni
dostupnost apod.), a to jak pro organické polutanty, tak
ikovy9.

3. Metody stanoveni biodostupné frakce

Biodostupnou frakci Ize stanovit biologickymi meto-
dami, pti kterych dochazi kexpozici organismi
v kontaminovanych pidach nebo sedimentech.

Pfimé biologické metody jsou zaloZzeny na méfeni
bioakumulace a stanovuji mnozstvi latky piijaté danym
organismem po ur&itém Gase'’. Miru bioakumulace lze za
rovnovazného stavu kvantifikovat pomoci rozdélovaciho
koeficientu biota-ptida (BSAF — biota-soil accumulation
factor), ktery je definovan jako podil koncentrace latky
v organismu a koncentrace latky v okolnim prostfedi. Kon-
centrace polutantu v pid¢ se Casto vztahuje na organicky
uhlik a koncentrace polutantu v organismu na mnozstvi
lipida'!. K méfeni biodostupné frakce se b&zné pouzivaji
zizaly, protoze jsou schopné akumulovat rtizné organické
polutanty, napi. polycyklické aromatické uhlovodiky
(PAU)'>", polychlorované bifenyly (PCB)'*", chlorfe-
noly'®, chlorbenzeny'” a pesticidy'®". Zizaly jsou v pfi-
mém kontaktu s kontaminovanou zeminou nejenom vné;jsi
pokozkou, ale i zazivacim traktem, coz zajistuje relativné
vysokou citlivost testu. Nejcastéji se pouzivaji Zizaly Eise-
nia fetida, Eisenia andrei a Lumbricus terrestris. Extrapo-
lace vysledkt na jiné druhy zizal mize byt problematicka
z divodu jejich odlidné citlivosti®’. Bioakumulace polutan-
th v rostlinach je relativné specifickd, zavisi na mnoha
faktorech, a proto jsou vysledky studii ziskanych za rtz-
nych podminek t&zko srovnatelné®' =,
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Ke zhodnoceni rizika biodostupné frakce lze vyuzit
i nepfimé biologické metody, které jsou zaloZzeny na méte-
ni toxicity biodostupného mnozstvi polutantli. Pfi téchto
testech se nejcastéji sleduji nespecifické akutni, subchro-
nické nebo chronické t¢inky, jako jsou mortalita, inhibice
riistu a inhibice reprodukce exponovaného organismu®* .
Pfi testech s bakteriemi Vibrio fischeri se vyhodnocuje
inhibice bioluminiscence’”*®. V né&kterych piipadech je
mozné sledovat ucinky specifické, napt. indukci tvorby
aminokyselin nebo proteint®’.

Biodostupné PAU v dlouhodobé kontaminovanych
zeminach studovali napi. Cvanlarova a spol.*’. Autofi
pomoci série exotoxikologickych testl (mortalita a inhibi-
ce rustu zizal Eisenia fetida, inhibice rastu okiehku Lemna
minor, mortalita a inhibice rustu korysu Heterocypris in-
congruens, inhibice bioluminiscence bakterii Vibrio
fischeri) a vhodné navrzenych kontrolnich vzorkd poprvé
poskytli  dikaz, ze ekotoxicita PAU  koreluje
s biodostupnou frakei.

Nepiimé biologické metody jsou finanéné a Casové
narocné a nepfinaseji informace o velikosti biodostupné
frakce. Odpovédi organismi jsou vétSinou nespecifické,
ale na rozdil od chemickych metod zahrnuji biologické
faktory. Vysledky biologickych testl jsou relativn€ speci-
fické a vétSinou je nelze extrapolovat na jiné druhy nebo
do jinych podminek. I ptes vSechny nevyhody lze tyto
metody vyuzit v kombinaci s dal$imi postupy ke studiu
biodostupnosti.

K neptimym biologickym metodam je mozné zaradit
i biodegradacni experimenty. Pfi mikrobidlni degradaci
dochazi k rozkladu biodostupnych latek. Velikost bio-
dostupné frakce lze teoreticky odvodit na zaklad¢ tbytku
polutantii v kontaminovanych zeminach, nicméné sprav-
nost tohoto stanoveni miize byt ovlivnéna dal§imi faktory,
zejména transportem a abiotickou transformaci polutan-
ti’'*%. Mineralizace izotopicky znagenych slou¢enin
a méfeni produkce "“CO, sice predstavuje daldi moznost,
jak stanovit mikrobidlné dostupnou frakci, ale pouze
v uméle kontaminovanych zeminach®*-*.

V soucasné dobé¢ se k monitorovani biodostupné frak-
ce a biodegradace zadinaji pouzivat rizné biosenzory.
Vétsinou se jednad o geneticky upravené mikroorganismy,
do kterych je vnesen gen bakterialni bioluminiscence.
Pokud se bakterie dostanou do kontaktu s toxickymi latka-
mi, dojde k poklesu luminiscence, ktery je umérny bio-
dostupnému mnozstvi. Nékteré biosenzory jsou navrzeny
a geneticky upraveny tak, aby specificky reagovaly na
pritomnost pouze n&kterych polutantii, napf. naftalenu’’,
PCB* a chlorbenzoovych kyselin®. Biosenzory lze také
vyuzit ke zhodnoceni toxicity biodostupnych polutanti,
coz ptinasi n¢kolik vyhod. Pouziti biosenzort je vétSinou
levnéjsi, citlivéjsi a méné Casoveé narocné ve srovnani se
standardnimi ekotoxikologickymi testy40.

4. Metody stanoveni biopfistupné frakce

K odhadu velikosti biopfistupné frakce lze pouzit
nekteré chemické metody, které jsou zalozeny na mirné
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extrakci polutantli z kontaminovanych materialti. Prehled
dosavadnich studii biopfistupnosti je uveden v tabulkach I
az V. VétSina chemickych metod vychézi z predpokladu,
ze biopfistupné jsou pouze ty kontaminanty, které¢ se mo-
hou z piidy nebo sedimentu snadno desorbovat, a tudiz je
lze i snadno vyextrahovat. Chemické metody jsou relativ-
né rychlé a levné, ale neposkytuji informace o toxicite
biodostupné frakce. Proto je vhodné chemické metody
porovnavat s biologickymi, coz mulze piispét k piesnéjsi
a spravnéjsi predikei biodegradace kontaminantd a piipad-
ného environmentalniho rizika.

4.1. Uspotfadani extrakénich metod

Mirné extrakéni metody lze obecné rozdélit podle
uspotradani na extrakce jednobodové, vicebodové rovno-
vazné, vicebodové nerovnovazné (sekvencni), statické
a dynamické. Jako extrakeni Cinidla se nejcastéji pouzivaji
organicka rozpoustédla, polymerni sorbenty ve vodném
prostiedi, nadkriticky oxid uhli¢ity nebo vodny roztok
cyklodextrinti.

4.1.1. Jednobodové a vicebodové extrakce

Pii jednobodové extrakei je vzorek pldy extrahovan
urcity ¢as, po kterém se extrakéni ¢inidlo ze vzorku odebe-
re a analyzuje. Biopfistupna frakce je nasledn€ stanovena
z mnozstvi vyextrahovanych polutantd. Tyto metody nej-
sou pfili§ spolehlivé a v pfipadé¢ smésné kontaminace je
jejich pouziti nevhodné. Nastavit extrakéni podminky tak,
aby vyhovovaly vSem pfitomnym polutantlim, je velice
obtizné. Vyuziti jednobodovych extrakci k predikei biopfi-
stupného mnozstvi riznych polutantii vétSinou vyzaduje
zdlouhavou optimalizaci extrakéni doby a smési.

Pti vicebodové rovnovazné extrakci je pida rozdélena
do nékolika extrakénich vzorkd, které jsou extrahovéany za
stejnych podminek po riznou dobu. Po dosazeni extrakéni
doby je extrakéni €inidlo z patrony odebrano a analyzova-
no. Vyhodnocenim vsech ¢asovych odbérti ziskame de-
sorpéni kiivku, ktera po urcitém ¢ase dosahne rovnovazné-
ho stavu. Biopfistupnd frakce je nasledné€ stanovena
z rovnovazné koncentrace a Casto se pouziva k predikci
bioakumulace polutantli v ptidnich bezobratlych Zzivoci-
§iCh12’19’41.

Vicebodova nerovnovazna extrakce se nékdy nazyva
extrakce sekvencni. Pti této metodé je ke vzorku pidy
pridano extrak¢éni Cinidlo, které je v urCitych casovych
intervalech odebirano a nahrazovano ¢inidlem Cerstvym.
Béhem extrakce tedy nedochazi k ustaveni rovnovahy.
Analyzou ¢asovych odbéri ziskame desorpcni kinetickou
ktivku (obr. 2), kterou lze pro vétSinu hydrofobnich polu-
tantti popsat rovnici (/), kde S; je koncentrace polutantu,
ktery byl vyextrahovan z pudy za Cas ¢; F' je frakce, ktera
podléha rychlé desorpci; Sy je celkova koncentrace polu-
tantu v padeé; k; a k, jsou rychlostni konstanty 1.tadu
(cit.*?). Desorpéni kiivka ma dvé fize. Nejprve pievlada
rychla desorpce, ktera ma rychlostni konstantu %; , pak
dominuje desorpce pomald s rychlostni konstantou k. Bio-
pristupné mnozstvi je stanoveno z rovnice (/) a odpovida
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Obr. 2. Desorpéni Kkineticka rovnice a ukazka dvoufazové desorpé¢ni kiivky pyrenu

velikosti frakce oznaované jako F.

Uvolnovani hydrofobnich polutanti v realnych pod-
minkach nejpfesnéji simuluji sekvencni extrakce se sor-
bentem o vysoké sorpcni kapacité¢ ve vodném prostiedi.
Pokud jsou polutanty z pidy extrahovany za pouziti jinych
extrak¢nich ¢inidel, je nutné podminky optimalizovat tak,
aby desorpcni kinetické kiivky vykazovaly dvoufazové
chovani. Bylo prokazano, ze parametr /' umoznuje pfesnou

predikci biopfistupného mnozstvi a mikrobidlni degrada-
5.43,44
ce” .

4.1.2. Statické a dynamické extrakce

Pti dynamickém uspofadani je ke vzorku pidy neusta-
le pfivadéno nové extrakéni médium. Piikladem takovych
metod mize byt nadkriticka fluidni extrakce nebo subkri-
ticka vodni extrakce. Extrakce sekvencni jsou také Castec-
né dynamické. Pfivod nového extrakéniho Cinidla je zajis-
tén jeho pravidelnou a ¢astou vyménou. Dynamické meto-
dy umoziuji nejptesnéjsi stanoveni biopfistupné frakce za
predpokladu, Ze jsou hydrofobni polutanty v extrakénim
médiu dostateéné rozpustné. Limitujicim krokem celého
procesu je rychlost jejich desorpce z pudy, a desorpéni
kinetické kiivky polutantl vykazuji dvoufdzové chovani.

Pti statické extrakcei se ustavuje rovnovaha mezi vyex-
trahovanym mnozstvim a koncentraci polutantu v pude¢.
Statick¢é metody neumoznuji studovat desorpcni kinetiku
polutantti, a proto nejsou ke stanoveni biopfistupné frakce
prilis vhodné.

4.2. Extrakce pomoci organickych rozpoustédel

Jedna se o metody statické a jednobodové, kde biopfi-
stupnd frakce je stanovena jako vyextrahované mnoZzstvi,
coz s sebou pfinasi fadu nevyhod. Extrakce je zavisla na
pouzitém extrakénim ¢inidle a pro rizné polutanty a konta-
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minované zeminy je nutnd optimalizace extrakéni doby.
Vysledky studii jsou rtiznorodé a jen tézko porovnatelné
a prenositelné do jinych podminek. Priklady téchto postu-
pii jsou uvedeny tab. I. Kelsey a spol.* se pokusili predi-
kovat biodostupné mnozstvi izotopicky znacené¢ho atrazinu
a fenanthrenu pro zizaly Eisenia fetida a bakterie Pseudo-
monas sp. v Cerstvé kontaminované a v 11, 54 a 124 dni
staré zemin€. Z vysledkt vyplyva, Ze pro predikci bio-
dostupné frakce riznych polutantii nelze pouzit jen jedno
rozpoustédlo, coz dokazuji i nasledujici prace'®**. Berg-
knut a spol.*’ porovnali pomoci analyzy hlavnich kompo-
nent (PCA) rizné extrakeni techniky a z vysledkil vyply-
nulo, Ze pouzité extrakéni metody nebyly schopné
s vysokou presnosti piedpovédét mnozstvi jednotlivych
PAU akumulovanych v zizalach Eisenia fetida. 1 ptesto, ze
tyto metody nejsou pfilis spolehlivé, pouziva mirnou ex-
trakci s n-butanolem nebo jinymi organickymi rozpousté-
dly stale fada autorti, coz vede k ¢astému nadhodnoceni
nebo podhodnoceni bioptistupné frakce organickych polu-
tanta ™,

4.3. Extrakce na tuhou fazi s vyuzitim sorbentl

Pfi této extrakci se kontinualn¢ micha puda, voda
a sorbent v uzaviené extrakéni nddob€. Polutanty vadzané
v hlubokych pudnich poérech se uvoliuji a dostavaji se na
povrch, kde dochdzi k pfimému kontaktu se sorbentem
ak jeho zachyceni. NejCastéji se pouzivaji sorbenty volné
(polymerni sorbent Tenax, pryskyfice amberlite XAD-2),
nebo vazané na pevném nosi¢i (mikrovlakna s nepoldarni
polydimethylsiloxanovou vrstvou, C18 disky) viz tab. II.
Hlavni nevyhodou je ¢asova naro¢nost, kdy extrakce mo-
hou trvat fadove i né€kolik tydnl. Biopfistupna frakce je
v pripadé jednobodového uspotradani stanovena z mnozstvi
polutantl, které se za dobu extrakce na sorbent navaza-
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-3' by a 101972 Pi vicebodové rovnovazné extrakci je biopii-
. , ° stupna frakce stanovena z rovnovazné koncentrace, ktera
g 8o % 2 se po dostatecné dlouhém case ustavuje mezi ptidou a sor-
S ﬁ@ S8, g bentem™. Uvolitovani hydrofobnich polutantii v realnych
=R S BN > LA Yo . « 7
wE5 ZEBVE podminkach dobfe simuluji sekvencni extrakce se sorben-
’§ =R \% ] ; % tem o vysoké sorpéni kapacité. V tomto systému se sice
9 EE =25 —g ustavuje rovnovaha mezi ptidou a sorbentem po relativné
e £e 8 8'—% ; ‘\.' dlouhé dobé a desorpéni kinetické kiivky polutantd lze
w22 E E 254 teoreticky ziskat pomoci vicebodové rovnovazné extrakee,
= 3 EE % % 2 S e ale vhodnéjsi je pravdépodobné opét metoda sekvencni,
2 ol é g2 é g pii které je nutné sorbent v urditych &asovych intervalech
N PEAEMSaEa v extrakéni cele vymétiovat™* %, Pokud dojde k ustaveni
; rovnovahy, tak v ptipad¢ vicebodové rovnovazné extrakce
s nelze ze ziskanych kiivek rozpoznat, zda doslo k nasyceni
g sorbentu, nebo zda se nasorbovaly vSechny slabé vazané
2 g polutanty a v pid¢ zlstala pouze nedostupna frakce. N¢-
s které soudasné prace’’’ jsou zaloZeny na podobném prin-
£ E cipu a také odhaduji bioakumulaci polutantt v riznych
S8 2 2 pudnich organismech na =zékladé jejich koncentrace
o - v rovnovazném stavu.
2 :§ e % Desorpéni kinetikou hydrofobnich polutanti z pad
E 3 8 § % a sedimentd s vyuzitim Tenaxu a pryskyfice XAD-2 se
9 § E % £33 zabyvalo né&kolik praci. Jejich ptehled je opét uveden
= % fg 5;% g e 2 = v tab. II (cit.>*%). Dalsi prace srovnavajici SFE a XAD-2
% g E gb < 58§ jsou uvedeny v kapitole 4.5., tab. IV (cit.**’). Rovn&z se
7z T R=) £o38F néktefi autofi se pokusili charakterizovat schopnost ad-
4o 4o sorpce PAU a PCB na Tenaxu a dokumentovali vysokou
3.5 Py efektivitu tohoto sorbentu’”. Odhadem bioakumulace
o B o o o o , : , o . .
e, 5 g 5 g polutar{tu v riznych Pegtlckycl} a pud’mcgigrgamsmech
g =8 |g2=s ¢2 pomoci Tenaxu se také dale zabyvaly prace” .
222 |3 g § 2 & Obecné lze fici, Ze extrakce pomoci sorbentu Tenax
&g g e f’,: = § o nebo pryskyfice XAD-2 jsou proveditelné v akcepto-
mES &~ £ Fo vatelném Case a mohou mit sekvenéni uspofadani. Pii pou-
=N ziti vlaken pro mikroextrakci na tuhou fazi (SPME) se v
(‘nﬁ S % % extrakénim systému nechava ustanovit rovnovaha. To mu-
] Ze trvat tydny az mésice, proto nejsou SPME vlékna piili§
= g . vhodna pro latky, které se rychle degraduji. Pouziti zming-
g% s é nych sorbentd (Tenax a XAD-2) je omezeno pouze na
= gé 8| e 2 hydrofobni organopolutanty. Oproti tomu vlakna SPME
mohou byt vybrana dle svych vlastnosti tak, aby umozno-
vala odhad biopfistupné frakce i relativné polarnich latek.
S SPME vlékna lze aplikovat in situ pti polnich studiich, coz
g prinasi dalsi vyhodu oproti Tenaxu *.
i ) =)
£ = é 4.4. Extrakce pomoci cyklodextrint
Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy s hydro-
- filnim povrchem a kruhovou nepolarni dutinou, ve které se
P S = mohou hydrofobni polutanty zachytavat. Sorpéni kapacita
0 X © je zavisla na velikosti a tvaru molekuly polutantu i nepo-
larni dutiné cyklodextrinu. Tyto extrakce mohou mit, stej-
- S I né jako extrakce na tuhou fazi, jednobodové, vicebodové
2 S % S 2 rovnovazné a vicebodové sekvencni usporadani. Metoda je
g 25 28 relativné jednoduchd, vyZzaduje pouze michéani piidy a vod-
— g - - ného roztoku cyklodextrinu v extrakeni cele. Piehled pu-
= 3 g blikovanych metod je veden v tab. IT(cit.**%). Reid
% E % 5 S S a spol.” studovali e?ctrakci PA['J.Z pudy porr}oci hydl:oxy-
=S ! < ;5 propyl-p-cyklodextrinu pomoci jednobodové statické ex-
=~ w5 >
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trakce. Extrakce byla z4visla na pfiddvaném mnozstvi cyk-
lodextrinu. Za optimalni koncentraci byl povazovan jeho
50 mM roztok a optimalni doba extrakce byla stanovena na
20 h. Stejné extrakéni podminky nasledné pouzivala fada
autorti k predikci biodegradace’’* nebo bioakumulace
PAU®"7*™ v uméle i dlouhodob& kontaminovanych zemi-
nach. Bernhardt a spol.®® extrahovali PAU a ropné uhlovo-
diky z dlouhodob¢ kontaminovanych zemin. Autofi porov-
nali dvé metody, extrakci pomoci roztoku hydroxypropyl--
-cyklodextrinu a sorbentu Tenax, které mély vicebodové
sekvencni uspofaddani. Obé metody relativné presné predi-
kovaly bioptistupné mnozstvi polutantti pro pudni mikro-
organismy. Vicebodové sekvencni extrakce PAU je také
popsana v praci®. Autofi extrahovali polutanty ze sedi-
mentll pomoci roztoku hydroxypropyl-p-cyklodextrinu,
surfaktantu Triton X-100 a polymerniho sorbentu Tenax.
Nésledné¢  porovnali  desorpéni  kinetické  kiivky
s mnozstvim PAU, které v sedimentech zlstalo po biode-
gradaci. Vysledky ukézaly, Ze sekvencni extrakce pomoci
hydroxypropyl-p-cyklodextrinu a polymeru Tenax predi-
kovaly biopfistupné mnozstvi s vysokou pfesnosti, a Ze
pouziti surfaktantu Triton X-100 vedlo k extrakci i nedo-
stupnych PAU, a tedy biopfistupné mnozstvi bylo vyznam-
n¢ nadhodnoceno.

4.5. Nadkriticka fluidni extrakce

Pti nadkritické fluidni extrakci (SFE) dochazi
k rozpousténi latek v nadkritickych tekutinach, které vzni-
kaji zahtatim plynu nebo kapaliny nad kritickou teplotu pfi
soucasném stlaceni nad kriticky tlak. Ke studiu desorpéni-
ho chovani organopolutanti se nejcastéji pouziva oxid
uhlicity. Jeho hlavnimi vyhodami jsou nizké hodnoty kri-
tickych parametril (teplota 31 °C, tlak 0,73 MPa), bezpec-
nost, zdravotni a ekologickd nezavadnost a ve srovnani
s ostatnimi moznymi tekutinami i niz8§i cena. Molekula
CO, nema dip6lovy moment, a proto se chova pievazné
jako nepolarni rozpoustédlo. Pfi SFE je vzorek umistén
v extrakéni cele, do které obvykle neustale proudi nové
extrakéni médium. Jedna se tedy o dynamickou metodu,
kterd mtze mit jednobodové nebo vicebodové sekvencni
usporadani. Hlavni nevyhodou této techniky je jeji naro¢na
instrumentace. Pfi extrakci se pracuje za vysokého tlaku,
coz vyzaduje dokonalou tésnost systému. Stanoveni biopfi-
stupné frakce metodou SFE je v porovnani s jinymi meto-
dami relativné rychlé, extrakce obvykle trva nékolik desi-
tek az stovek minut.

Pribéh desorpce PCB studovali pomoci vicebodové
sekvenéni SFE (cit.””""). Sedimenty byly extrahovany
oxidem uhli¢itym po dobu 4 h. Kazdou hodinu byly zvyso-
vany hodnoty pracovniho tlaku a teploty. Zmétené kinetic-
ké kiivky byly porovnany a rozdéleny na cCasti rychlé,
mirné, pomalé a velmi pomalé desorpce. Pokud se
v pribéhu extrakce méni extrakéni parametry, nelze de-
sorpéni kiivku popsat dvoufazovym kinetickym modelem.
Proto se dalsi autofi zaméfili na extrakce polutantt za kon-
stantniho tlaku a konstantni teploty, které pfi vicebodovém
sekvencnim uspofadani umoznuji F frakci stanovit.
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Prehled praci, v nichZ se autofi pomoci SFE snazili
odhadnout velikost biopfistupné frakce riznych polutantd,
je uveden v tab. IV (cit. 0407883y yrjcebodovou sek-
vencni SFE s nadkritickym CO, a vicebodovou sekven¢ni
extrakci se sorbentem XAD-2, kterd simuluje uvolilovani
hydrofobnich organickych polutantd v redlnych podmin-
kach, porovnava prace”. Autofi nejprve sledovali vliv
teploty a tlaku CO, na tvar desorp¢nich kiivek PAU. Ex-
trakéni podminky SFE nésledné upravili tak, aby F frakce
stanovené obéma metodami vzajemnd korelovaly (+* >
0,80). Optimalizovanou SFE extrakci (50 °C, 20 MPa)
a extrakci se sorbentem XAD-2 pak autofi pouZili ke stu-
diu desorpce PAU z dlouhodobé kontaminovanych zemin
na pocatku, v pribéhu a na konci bioremedia¢niho experi-
mentu. Porovnanim kinetickych kiivek a vypocitanych
hodnot F autofi zjistili, Ze se ob€ pouzité extrakéni metody
vyznamné nelisi. Hodnoty F se zaroven shodovaly
s mnozstvim PAU, které bylo po 343 dnech degradovano.
Z vysledku této prace vyplynulo, ze 1ze ob¢ extrakéni tech-
niky pouzit k predikci mikrobialni degradace. Podstatnou
vyhodou SFE byla kratkd doba extrakce (200 min), ktera
s pouzitim sorbentu XAD-2 dosahovala 120 dni.
Z podminek SFE této prace poté vychazela vétSina dalSich
autorti. Napf. v pracich™” extrahovali PAU ze sazi
a sedimentd nadkritickym CO, pii teploté 50 °C a tlaku
20 MPa. Kinetické kfivky vyhodnotili pomoci dvoufazové-
ho modelu a zjistili, Ze jsou PAU velmi siln¢ sorbované.
Aby doslo k jejich uplnému uvolnéni do prostredi, byl
odhadnut potiebny cas na desitky az stovky let. Predpo-
klad, Ze tyto PAU nepiedstavuji velké riziko pro zivotni
prostiedi, nebyl v téchto pracich potvrzen zadnym ekotoxi-
kologickym testem.

Existuji prace, které nepouzivaji techniku vicebodové
sekven¢ni SFE, ale maji jednobodové dynamické uspora-
dani®*®. Vzorek je sice v neustalém kontaktu snovym
CO,, ale nedochdzi k pravidelnému odbéru frakci a veli-
kost biopristupné frakce je stanovena z celkového mnoz-
stvi polutantd vyextrahovaného po urcitém case.

4.6. Subkriticka vodni extrakce

Pti subkritické vodni extrakci (SWE) je vzorek extra-
hovan pomoci vody v kapalném stavu pii vyssi teploté
a tlaku. Pfehled publikovanych praci je uveden v tab. V.
Pro tuto extrakci lze pouzit komeréné dostupny ASE®
(accelerated solvent extraction) extraktor®®. Hlavni nevy-
hoda tohoto extraktoru spociva v tom, ze extrakce je roz-
délena pouze do né€kolika statickych kroka. Tento nedosta-
tek byl vyfesen konstrukci relativné jednoduchého extrak-
toru, jehoz zékladem jsou dvé vysokotlaké pumpy, a ktery
pracuje v dynamickém uspotadani. Pfi extrakci zistavaji
extrakéni podminky v cele se vzorkem po celou dobu ex-
trakce konstantni avzorek je vneustdlém kontaktu
s Cerstvym extrakénim médiem, ve kterém by mély byt
polutanty dostate¢n& rozpustné®®*’.

Kubatova a spol.*” porovnali vicebodovou sekvenéni
SWE (175 °C, 5 MPa) a SFE s oxidem uhli¢itym (50 °C,
20 MPa). Autofi sledovali vliv pratoku mobilni faze na
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mnozstvi extrahovanych polutanttl za konstant-
ni teploty atlaku. Z vysledkt vyplynulo, ze
s rostoucim pritokem subkritické vody od 0,25
do 4 ml min"' rostlo mnoZstvi vyextrahovanych
PAU. Autofi proto pouzili k popisu desorpce
termodynamicky model. Naopak extrakce
s nadkritickym CO, byla na pritoku témef ne-
zavisla a desorpéni kiivky popsali dvoufazo-
vym kinetickym modelem. Tyto vysledky od-
povidaji faktu, ze PAU ve vodé vykazovaly
nedostate¢nou rozpustnost. Islam a spol.*® mo-
delovali desorpéni a kinetické chovani naftale-
nu, fenanthrenu, fluoranthenu a pyrenu a zjisti-
li, ze v prubéhu extrakce podkritickou vodou
zuméle kontaminované zeminy dochézi
k postupnému uvoliiovani PAU. Autofi sice
popsali desorpéni kiivky pomoci dvoufazového
kinetického modelu, avSak tyto kiivky byly
ziskany z pidy pouze 14 dnl kontaminované,
coz dvoufazové chovani PAU nevysvétluje.
Velmi pravdépodobné ziskali kiivky ovlivnéné
niz§i rozpustnosti PAU v médiu.

Lit.
0

82

83

SFE odstranila ¢ast bioptistupné
ho faktoru

faktor v uméle

éni
SFE oproti

matematickému modelu

’

dikce bioakumula-

¢ni

koeficienty mezi
koeficienty mezi

ce presnéjsi pomoci

cni

’

&ni
S8, pre

"~

avéry

degradovanym mnoZstvim PAU
kontaminovanych zeminach o 1-2

a velikosti F frakce byly

0,60-0,83
degradovanym mnozstvim PAU

a velikosti F frakce byly

0,62-0,90
frakce PCB, coZ se projevilo po-

klesem bioakumula

Bioakumula

Korela
Korela
fady vy

Chemické Z
metody —
porovnani

ne

ne

é
é

Zizalami ne

M

bioakumulace v Zizalach

.

fijem

— porovnani

¢&sicni expozici

tnost a p

larvami Chironimus ne

5. Zavér

s

hniloby — Irpex lacteus a
ptijem

nalezenych v testované

Aporrectodea caliginosa
padé

Biologické metody
hniloby — Irpex lacteus
po dobu 6 tydni

t F' frakce degradace houbami bil
60 dni
po 2,5 my
amr
a 28 dnech expozice,

Chemické metody maji velky potencial,
ktery 1ze wvyuzit ke studiu biopfistupné
a biodostupné frakce organickych polutanti a k
predikci environmentalniho rizika, coz také
potvrdili v nejnovéjsi souborné publikaci Ca-
chada a spol.¥. Vybér vhodné extrakéni meto-
dy anastaveni mirnych extrakénich podminek
jsou klicové a zvysSuji piesnost stanoveni. Mno-
hé techniky jsou nespolehlivé nebo vyzaduji
zdlouhavou optimalizaci. Zejména podminky
jednobodovych extrakci jsou tézko prenositelné
pro jiny pfipad matrice, a proto se jevi jako
nevhodné. Obecné vhodnéjsi a univerzalngjsi
se zdaji byt vicebodové sekvencni extrakce,
které umoziluji odhad rychle desorbovatelné
frakce F' hydrofobnich organickych polutantt
v realnych podminkéch. Vicebodové sekvenéni
extrakce se sorbentem se tedy jevi jako nejpies-
néjsi, avSak hlavnim problémem ziistava jejich
Casova narocnost. Adekvatni ndhradou se zdaji
byt dynamické metody v sekvencnim uspotada-
ni napt. SFE nebo SWE, které mohou zkratit
dobu extrakce i o né€kolik fadi. SWE je oproti
SFE instrumentaln¢ jednodussi, coz mize zajis-
tit jeji snadnou dostupnost, nicméné€ extrakcni
podminky SWE, které by byly vhodné k pre-
dikci biopfistupného mnozstvi hydrofobnich
polutantl, nebyly dosud spolehlivé optimalizo-
vany.

’

éni
¢ni

t F frakce degradace houbami bil

M

Biopfistupné
mnozstvi
vypoce

vypoce
vyextrahovanych Fisenia fetida po 7, 14

kinetické ktivky Panus tigrinus po dobu
po 40 min

kinetické kiivky a Pleurotus ostreatus

vyextrahovanych pallidivitatis

predstavuje

z desorp

z desorp
mnozstvi PCB
po 60 min
mnozstvi PAU

Stara
zatéz
ano
ano
ano
ano

Starnuti

uméle
kontamin.

zeminy
ne

ne

ne

24 h

deuterované

Polutanty
PAU

PA
PA
PCB
PAU

Cas

200 min
200 min
60 min
40 min

bodova
éni

4
éni

sekven

50 °C, 30 MPa dynamicka
bodov:

sekven

50 °C, 20 MPa dynamicka

vice

vice
dynamicka

Metoda

1 bodova

1 bodova
dynamicka

oz

cni

covani

Tato prace vznikla za podpory projektu
Centrum kompetence cislo TE01020218 Tech-

Tabulka IV
Pokra

oxid uhli¢ity,
oxid uhli¢ity,
oxid uhli¢ity,
40 °C, 40 MPa
Nadkriticky
oxid uhli¢ity,
50 °C, 20 MPa

Extrak

dlo
Nadkriticky
Nadkriticky
Nadkriticky

¢ini
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M. Cvanéarova™ and T. Cajthaml™® (* Institute of
Microbiology, Academy of Sciences of the Czech Republic,
Prague, " 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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