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Abstrakt

Dizertacni prdace se zabyvd vyzkumem a ovérenim pouzitelnosti kombinace dvou
procesU — abiotické redukce nanozelezem (nZVI) a biotické redukce podporené
aplikaci organického substrdtu, ksanaci podzemnich vod znecisténych
Sestimocnym chrédmem Cr(VIl). Vrdmci dizertacni prace byly v laboratornim
méfitku testovany alternativni  organické substraty, stanoveno optimdiniho
davkovani vybraného substrdtu a zhodnocena stabilita redukovaného chréomu.
Kolonovymi zkouskami byla odzkousena kombinace obou metod a poté overena
kombinovand metoda vredinych podminkdch pilotni zkousky. Na zdkladé
dosazenych vysledkd Ize konstatovat, Ze kombinovanou metodou bylo dosazeno
vysoké Ucinnosti odstranéni Cr(VI) z podzemnich vod, pfi nizké a jen kratkodobé
mobilité vznikiého Cr(lll). Ovéreno bylo mnozstvi a ddvkovani redukeéniho Cinidla a
substratu, jejich migracni schopnosti a Zzivotnost. Bylo zjisténo, Ze kombinaci obou
metod dochdz k vzdjemnému Ucinku obou geofixacnich mechanizmU. Aplikaci
nZVI dochdzi ke snizeni celkové ekotoxicity sanovaného prostredi. NZVI oxidované
béhem abiotické faze na Fe(ll) je CdasteCné biogenné regenerovdno na Fe(ll),
které ndsledné pUsobi jako redukeni Cinidlo pro Cr(VI).

Aplikace nZVI, tak i substrdtu ovlivnila zakladni chemické slozeni podzemni vody
nevyrazné s pozorovanym pozvolnym ndvratem k pOvodnimu sloZeni.

Klicova slova:

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

geofixace.




Abstract

The Ph.D. thesis deals with research and verification of the 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(VI). 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 a combination of the
methods exhibited high efficiency of the Cr(Vl) removal from groundwater
accomplished with low and only temporary mobility of Crdll). Amounts and a
delivery technique for both nZVlI 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 abiotic phase was partly recovered during the biofic phase —
microbially reduced to Fe(ll), 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, nZVI,

geofixation
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1. Uvod

Dizertacni prdce se zabyvd vyzkumem a ovérovdanim kombinované abioticko-biotické

metody sanace podzemnich vod znecisténych chromem.

Chrém je obecné jednim znejtoxictéjS§ich a také bohuzel jednim znejcastéji se
vyskytujicich tézkych kovU na lokalitdch kontaminovanych anorganickymi polutanty
(Saha et al., 2011). 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, mda vysoky oxidacni
potencidl, je mutagenni, karcinogenni a toxickd (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 zAavazné 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 prostredi nebo na redukci Cr(VI) in-sifu a tim imobilizaci vysrdzenim v

podobé madlo rozpustnych sloucenin Cr(lll).

Prikladem prvni skupiny technologii je napriklad sanacni Cerpdni, spocivajci
v zachyceni proudu kontaminované vody systémem sanacnich vrtd, Cerpdnim téchto
vod a ndslednym cisténim v misté zpravidla chemickymi metodami pouzivanymi
v Upravdrenstvi odpadnich prdmyslovych vod. Chrom je tak zakoncentrovdn v kalu a
ten likvidovdan mimo lokalitu. Sanacni cerpdni mize byt ddle kombinovdno napriklad
s elekirokinetickou fechnologii, kdy je horninovym prostredim veden stejnosmérny
elekiricky proud a ionty Cr(Vl) jsou pritahovany smérem kanodé, kde se
zakoncentrovavaji. Tyto postupy se viak casto ukazuji jako mdlo Uc¢inné nebo

ekonomicky neefektivni v dUsledku manipulace s velkymi objemy cCerpanych vod,




casové ndarocnosti nebo v nékterych pripadech nedosazitelnosti cilovych koncentraci

sanace.

Technologie druhé skupiny sanacnich metod se casto nazyvaji geofixacni. Jejich
princip spociva v chemické redukci Cr(Vl) na Crdll) vhodnym redukénim cinidlem.
Vznikly ion Cr3+ se rychlé sorbuje nebo srdzi a vznikd tedy vétsinou oxid, hydroxid nebo
také sulfid (ardine et al., 1999). Tyto slouceniny jsou za béznych podminek v
kolektorech podzemnich vod nerozpustné a jsou tak imobilizovény. Redukce Cr(Vl) je
provadéna chemicky, kdy jsou redukcnimi Cinidly polysulfidy, dithionicitan, sificitan
nebo nulmocnym Zelezem i produkty jeho koroze (Gheju, 2011). Schopnost
nulmocného makro a mikro Zeleza redukovat Siroké rozpéti kontaminantd (napf.
chlorované uhlovodiky — CIU, tézké kovy, TNT) byla a je hojné vyuzivdna béhem
navrhovdani 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 tisicileti objevila
moznost vyuZit nuimocného nanozeleza (,nanoscale Zero Valent Iron™ - nzZVl)
k sanacnim Ucelim rovnéz pomoci in-situ injektdze suspenze nanocdstic (Ponder et al
2000; Zhang 2003). Cdstice nZVI jsou ndchyliné k pasivaci, kdy je jejich povrch pokryt
mdlo rozpustnymi srazeninami hydroxidd Fe(OH)2 a Fe(OH)s, které zpomaluiji prenos
hmoty i ndboje na rozhrani ¢astice/voda (Gheju 2011) a k aglomeraci, kdy dochdzi
k jejich shlukovani. V téchto pripadech nelze plné vyuzit veskerého mnozstvi pouzitého

nanozeleza respektive velkého specifického povrchu nanocdstic.

K potlaceni aglomerace nanocdstic jsou pouzivany stabilizacni Iatky jako polymery,
magnetit, pryskyfice atd. Takto stabilizované Cdstice se projevuiji vyssi Ucinnosti pri
redukci Cr(VI), napr. (Alidokht et al. 2011).

Nizsi koncentrace znecisténi Cr(VI) v podzemni vode, za kterych se jesté neprojevuje
pIné jeho toxicita vU&i mikroorganismim, mohou byt redukovdny na Crdll) také
biologicky (Lovley et al. 1993; Lovley a Phillips 1994; Tebo a Obraztsova 1998; Ehrlich,
2002). K redukci Cr(VI) mikroorganismy dochdzi pfimo enzymaticky zprostredkovanymi
respiracnimi reakcemi, které mikroorganizmim poskytuji energii potfebnou pro
metabolizmus bunék a pro jejich rist. V pripadé aerobnich baktérii je az na vyjimky
redukce Cr(VI) katalyzovdna rozpustnymi enzymy. V anaerobnich podminkdch je
redukce Cr(VI) zprostfedkovdana jak rozpustnymi enzymy, tak i membrdnovée vazanymi

- periplazmatickymi enzymy (Cheung a Gu, 2007).




K biotické redukci Cr(VI) rovnéz dochdzi nepfimo, kdy pfi oxidacné-redukcnich
respiracnich reakcich dochdzi k redukci akceptord elektronu Fe(ll) a SO+ na Fe(ll) a
HoS, které ndsledné redukuji Cr(V) na Crdll), napr. (Wielinga et al. 20071;
Somasundaram et al. 2011). Prakticky aplikace biologickych metod spociva v zdsaku
organického substratu napr. melasy, ethanolu nebo syrovatky, ktery slouzi joko zdroj
energie a stavebni hmoty pro rist bakterii. V nékterych pripadech je tieba
optimalizovat dalsi podminky kristu bakterii, joko obsah nutrietd (dusik, fosfor),

oxidacné redukcni potencidl prostredi nebo pH.

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

toxické pro autochtonni mikroorganismy redukujici (pfimo nebo nepfimo) Cr(VI).

Cilem dizertac¢ni prdce je zhodnoceni kombinované chemicko-biologické metody
sanace znecisténi Cr(VD). Na zdakladé studia teoretickych poznatkd o chovani chréomu
v horninovém prostfedi a mechanismech jeho geofixace byly navrzeny a provedeny
laboratorni  zkousky této metody. Ndasledné byla metoda ovérena v redinych
podminkdch pilotni zkouskou na lokalité Hradek nad Nisou. Metoda je hodnocena jak
z pohledu Ucinnosti odstranéni Cr(VI) z podzemni vody a imobility redukovaného
Cr(llD, tak i z pohledu technického (mnoZstvi a zpUsob ddvkovdni redukéniho cinidla
nebo substratu, jejich migracni schopnosti a zivotnost) a environmentdiniho (dopad

na ekotoxicitu, mikrobidlni oziveni, chemismus podzemni vody).

Autor dizertacni prdce navrhl laboratorni vsadkové a kolonové zkousky a proved!
jejich vyhodnoceni, vypracoval metodiku pilotniho odzkouseni, fidil pribéh pilotni

zkousky a vyhodnotil ziskané vysledky.

Dizertac&ni prdce je zpracovAvdna za podpory projektu TACR TA01021792 ,Vyvoj
kombinované technologie nano-bio k sanaci znecisténi chrobmem™, jehoz je autor
hlavnim fesitelem. Pri feSeni dizertacni prace autor spolupracuje s pracovniky
resitelskych organizaci projektu: ENACON s.r.o. (hydrogeologické a monitorovaci
prdce), Technickd univerzita v Liberci (analytické prdce, 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 fdzova analyza metodou roentgenovou

praskovou difrakci).

Vysledky prdce byly autorem pribé&iné prezentovdny na odbornych konferencich
v CR: Odpadové férum (Hustopece 2014), Sanacni technologie XVI (Uherské Hradisté
2013), Sanac¢ni technologie XV (Pardubice 2012) a v zahranici: konference CSME-
2012/SARCLE-2012 (Nancy, Francie, 2012), konference AguaConSoil (Barcelona,
Spanélsko, 2013), konference Battelle (Monterey, USA, 2014). K Ustni prezentaci byly
prijaty prispévky na konferenci AgquaConSoil (Kodan, Ddnsko, 2015) a konferenci
Battelle (Miami, USA, 2015), které budou predneseny az po odevzddni dizertacni

prdce.

Vysledky pilotniho odzkouseni nZVI kin-situ redukci Cr(Vl) také byly publikovany
v impaktovaném casopise Science of the Total Environment (Némecek, J., Lhotsky, O.,
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 odesldn krecenzi
Cclanek hodnotici vysledky pilotni zkousky metody kombinujici chemickou a
biologickou redukci Cr(VI): Némecek, J., Pokorny, O., Lacinovd, L., Cemik, M.,
Masopustovad, Z., Lhotsky, O., Filipova, A., Cajthaml, T., 2015. Combined abiotic and
biotic in-situ reduction of hexavalent chromium in groundwater using nZVI and whey:
a remedial pilot test. Ddle byl k publikaci v Casopise Science of the Total Environment
prinldsen cClanek: Némecek, J., Pokorny, O., Lhotsky, O., Knytl, V., Najmanova, P.,
Steinovad, J., Cemik, M., Cajthaml, T., 2015. Combined Nano-Biotechnology for In-Situ
Remediation of Mixed Contamination of Groundwater by Hexavalent Chromium and

Chlorinated Solvents.




2. Metody prdace

2.1 Laboratorni vsadkové pokusy

Laboratorni vsddkové pokusy zamérené na studium procesu bioredukce s vyuzitim

rdznych substrato.

Laboratorni vsadkové laboratorni zkousky bioredukce byly provedeny se smési voda-
zemina ve vdahovém poméru 5:1. Sohledem na nedostatecny ,prirozeny”™ obsah
Cr(Vl) v podzemni vodé byla tato pro Ucely zkousky spikovana Cr(VI) ve formé
chromanu. Jako donory elektronu byly testovany tyto organické substraty: syrovatka,
laktat a rostlinny olej a to v koncentracich TOC 500 mg/l a 100 mg/I. Pro zhodnoceni
abiotické redukce a prirozené redukce byly rovnéz nasazeny sterilni vzorky se
substratem a vzorky bez substratu. Vzorky byly ffepdny a v pravidelnych intervalech
analyzovana pevnd a vodnad faze na obsah Cr(VIl) a Cr celk. a sledovany fyzikaini a

chemické parametry vodné fdze.
2.2 Kolonové zkousky kombinace obou procesu

Cilem kolonovych zkou$ek kombinovanych bylo ovéreni laboratornich zkousek ve
vetsim meéfitku a v posloupné kombinaci obou procest, tedy abiotické redukce

nanozelezem a biotické redukce s vyuzitim syrovatky jako organického substratu.

Kolony pouzité pri experimentu mély objem 5 | a byly naplnény presitovanou a
homogenizovanou zeminou z kontaminované lokality Kortfan Hradek n. N., viz Obr. 1.

Pritok kapaliny kolonou byl zdola nahoru.

Do kolon 2-4 byla pouzita 20% suspenze nanozeleza NANOFER 25 (NANO IRON, s.r.0.),
davka nzVI byla 0,5 g/kg zeminy tj. 5g/kolonu. 1 kolona byla pfipravena pouze se
zeminou (kolona 1) a ddle 3 kolony se smési zemina - nZVI (kolona 2-4). Syrovatka

byla aplikovana pouze do kolon 1 a 3.

Pro testy byla pouzivdna voda z lokality Hrddek uméle obohacena KoCrOa4 tak, aby

koncentrace Cr(VI) byly 20 mg/I, resp. 8 mg/I.
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Obr. 1: Aparatura kolonovych zkousek kombinovanych

Pribéh kolonovych zkousek testu Ize rozdélit do 3 etap, viz tabulky nize:

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

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

Béhem zkoudek byly odebirdny vzorky vody na pritoku a odtocich viech kolon pro
analyzu Cr celk.,, Cr(Vl) a méreni pH, Eh. Vzorky vod na odtoku byly rovnéz
analyzovdny v rozsahu Uplného chemického rozboru (UCHR) a ddle byly pouZity pro

kultivacni mikrobidlni testy.

V zAvéru zkousky byly vzorky vody odebrané na ndtoku a na odtoku z kolon

podrobeny izotopové analyze Cr.
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Po ukonceni pokusu, byly kolony zmrazeny a ndpln roziezdna na 5 segmentd
znacenych KXA az KXE, kde X znaci Cislo kolony (1, 3 nebo 4) a pismena A az E znaci

segment kolony, kdy A je jeji odtokovd Cast a E je ndtokova Cdst.

Zemina jednotlivych segmentd kolon byla podrobena laboratornim analyz&dm na
stanoveni Cr. celk., Cr(Vl) a Fe. V pripadé kolon 1 a 3 byly se zeminou provedeny
louZici zkousky za rdzného pH, Tessierovy extrakéni zkousky pro zjisténi zdkladnich
vazeb Cr na pevnou matrici a rovnéz byl stanoven obsah fosfolipidovych mastnych

kyselin (PLFA) pro zhodnoceni mikrobidlniho osidleni.

2.3 Pilotni odzkouseni kombinované metody

Pilotni odzkouseni kombinované metody probéhlo na 2 lokalitdch: na lokalité Hradek
nad Nisou a na lokalité C (divérnda lokalita). Hydrogeologické poméry obou lokalit
jsou podobné - mélky kvartérni kolektor tvoreny fluvidlinimi sedimenty s dobrou
propustnosti. Lokalita C je ve srovndni s lokalitou Hrddek nad Nisou charakteristickd
smeésnym typem znecisténi podzemnich vod (spolu s Cr(VI) rovnéz chlorované etheny)
a vyrazné vyssi vychozi koncentraci Cr(VI) v podzemni vodé (v Hradku prvni jednotky
mg/I. na lokalité C az desitky mg/I). Uspordddni obou pilotnich zkousek bylo obdobné,
tedy v prvni (nano) fazi abiotickd redukce Cr(VI) nanozelezem, v druhé fazi biologicka
redukce rezidudiniho Cr(VI) s vyuzitim syrovatky jako donoru elektronu. Rozdily byly ve
zpUsobu aplikace nZVI (na lokalité Hradek nad Nisou jednordzovd injektdz nZVI do
vystrojenych vrt0, na lokalité C opakovand injektdz (2x) do nevystrojenych sond) a
mnozstvi aplikovaného nanozeleza (na lokalité Hraddek nad Nisou 120 kg, na lokalité C
2x20 kQ).

V kapitoldch nize je usporddani pilotnich zkousek popsdno zvIdst pro obé lokality.

2.3.1 Pilotni odzkouseni kombinované metody na lokalité Hraddek nad Nisou

2.3.1.1 Aplikace nZVI
V radmci prvni faze pilotni zkoudky bylo v srpnu 2012 aplikovdno celkem 120 kg nZVI

NANOFER25 (vyrobce NANO-IRON s.r.0.) ve formé vodné suspenze o koncentraci 2 g
Fe/l do 3 trvale vystrojenych vrtd PV-209, PV-215 a PV-213, viz Obr. 2. MnoZstvi
aplikovaného nzZVvl (2 kg nZVI/t zeminy) bylo stanoveno na zdkladé predtim

provedenych kolonovych zkousek.
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2.3.1.2 Aplikace syrovatky

V kvétnu 2013, priblizné 9 mésict po injektdzi nZVI, byla zahdjena bioredukeni faze
ddavkovanim syrovatky do horninového prostredi. Syrovatka s upravenym pH
vapennym mlékem byla ddvkovdna do vody cerpané zvrtd HV-218 a HV-219
situovanych po proudu podzemni vody a takto naredény roztok zasakovdn do vrtd
INT a IN-2 situovanych proti proudu podzemni vody od sanované oblasti. Celkem bylo
zasdknuto 5 m3 syrovatky. Po cirkulaci probihajici cca 50 dni byl obnoven prirozeny
rezim proudéni podzemni vody a monitoring pilotni zkousky probihal dalsich 9 mésicu.

Obé fdaze pilotni zkousky trvaly dohromady piiblizné 20 mésic.

Germany

Austria

PV-210
Y

e

) K\X 1SUy > /
P BN i\ » =
I 4 aloon | v
7 7o
/ y / /
O s {4/} LOUGNA)
A 7.t - o7
F g e 7 p
\ Vi
v

PV-214
PO
$pys V217 THv-219
|N-"|¢
PV-216
PV-209Q *
¢PV-2'|3
-$ -¢iN-2
o e PV-212
PV-215 @ vrt injektéze nZvI
IN-1 -9 vt injekidZe substratu
; PV-201 - monitorovaci vrt
HV-218 4 <Zerpaci vrt
0 5
— " C——_—= generelni smér proudé&ni podzemni vody TC-1_$_

Obr. 2: Schéma pilotni zkousky vyvijeni sanaéni technologie na lokalité Hradek

2.3.1.3 Monitoring pilotni zkousky

Monitoring pilotni zkousky byl provadén ve 3 aplikacnich vrtech (PV-209, PV-213,
PV215) a 4 pozorovacich vrtech situovanych protfi 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. Vzorky podzemni vody byly v laboratorich TUL analyzovdny na obsahy Cr(\VI),
Creek., zZAkladni kationty a anionty. Na vybranych vzorcich byla provadéna izotopova

analyza chréomu, mikrobiologické kultivacni zkousky a zkoudky ekotoxicity a analyzy
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fosfolipidovych mastnych kyselin — PLFA. Na zdavér byla ze vzork( sedimentu

provedena mikrobidini molekuldrni analyza pyrosekvenaci 16S rRNA gend.

2.3.2 Pilotni odzkouseni kombinované metody na lokalité C

2.3.2.1 Aplikace nZVI
nZVI bylo do zvodnéného kolektoru naddavkovan dvakrdt — v lednu a kvétnu 2014, Pri

kazdém davkovani 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 nzZVI NANOFER 25S. nzZVlI bylo injektovéno do 3

nevystrojenych strojné zardzenych sond situovanych kolmo na smér proudéni.

2.3.2.2 Aplikace syrovatky

V srpnu 2014, priblizné 2,5 mésice po 2. injektdzi nZVI, byla zahdjena bioredukeni faze
davkovanim syrovatky do horninového prostredi. Systém ddavkovani byl stejny jako na
lokalité Hraddek nad Nisou. Syrovatka supravenym pH vdpennym miékem byla
ddvkovdna do vody cerpané zvrtd HS-1 a HS-2 situovanych po proudu podzemni
vody a takto nafedény roztok zasakovdn do vrtd IN-1 a IN-2 situovanych proti proudu
podzemni vody od sanované oblasti, viz Obr. 3. Celkem bylo v obdobi 6.8.-13.9.2014
zasdknuto 8,2 m3 syrovatky. Po cirkulaci probihagjici dalsich 9 dni byl obnoven prirozeny
rezim proudéni podzemni vody a monitoring pilotni zkousky probihal dalsich cca 5

meésict. Obé faze pilotni zkousky trvaly dohromady priblizné 13 mésicU.

chromovna

J

Wy
3336 3
oblast piloizkousky HV-1
" n +\0
r IN-2A
IN-28
HV-2 MV-2'$:$_++
% L) 'q}Mv-A / s

HS-TI@

Legenda: ¢HV-61
-+ sonda injektdze nZVI

_$_ monitorovaci vrt
*. vrt injektaze substrétu

¢- Cerpaci vrt

— sMEr proudéni podzemni vody 0 5 10 15 20 25m

Obr. 3: Rozmisténi vriu pilotni zkousky

14



2.3.2.3 Monitoring pilotni zkousky

Monitoring pilotni zkousky byl provadén ve 2 aplikacnich vrtech (IN-TA a IN-2A) av 8
pozorovacich vrtech situovanych profi 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.
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 kultivacni zkousky a PLFA v podzemni vodé. Na zdavér 2. faze byly
provedeny analyzy zemin v kartidzich na stanoveni mineralogického rozboru metodou
praskové roentgenové difrakce a prvkové analyzy metodou SEM-EDS (rastrové

elektronovym mikroskopem s energiove disperznim spekiroskopem).
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3. Vysledky

Vysledky dizertacni prdce jsou v kapitoldch nize prezentovdny po jednotlivych

metoddch a pro ilustraci dokladovany grafy.
3.1 Vysledky laboratornich vsadkovych pokusu

Testovanim substrdatu vsadkovymi pokusy biotické redukce byla zjisténa nejrychlejsi
redukce Cr(Vl) v pripadé syrovatky a laktatu, nejpomalejsi v pripadé rostlinného oleje.
Snizeni pocatecni davky substrdtd z TOC 500 mg/l na 100 mg/l nezpUsobilo snizeni
rychlosti biotické redukce Cr(VI), , viz Obr. 4.

|
6.0
5.0 :<\\ ~4-N/K (bez substratu)
e e * -B-N/S (syrovatka)
a0 m —&-S/S (syrovatka sterilni)
= \H}j’ \ =%=N/O (rostl. olej)
Eﬂ \ \ =%=5/0 (rostl. olej sterilni)
3.0 N/L (laktét)
A\\\ XK/K S/L (laktat sterilni)
1.0 \\
| ) _ \ .

0.0 T TR T L T f o]
0 10 20 30 40 50 60

cr(vi)

Obr. 4: Graf vyvoje Cr(VI) ve vodném podilu bé hem vsadkové laboratorni zkousky
bioredukce (TOC 100 mg/I)

V pribéhu vsddkovych pokust byl redukovany chrom Cr(ll) rychle imobilizovdan a
nezUstaval v roztoku.

Bioredukce Cr(VI) testovanymi substraty nevyvolala negativni ekotoxicky efekt.
3.2 Vysledky kolonové zkousky kombinace obou procesu

Kombinovanymi kolonovymi zkouskami byla zjisténa dobrd dc¢innost odstranéni
chrému z vodni faze nanozelezem (95%), bez negativniho Ucinku na mikroorganismy,

viz pribéh koncentrace Cr celk. a Cr(VI) na vystupu z kolony 3 na Obr. 5.
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Navazujici biotickd fdze kombinované kolonové zkousky s vyuzitim syrovatky jako

substratu vykdzala Ucinnost odstranéni chromu 99%.

Cr tot. concentration
25
Phase | Phase Il (addition of whey) Phase Il
20 Column 1
Column 3
15
= Column 4
b0
£ 10 Inlet Concentration
N l\/
5
0 A‘,\N”k -
0 30 60 90 120 150 180
[days]
Cr(VI) concentration
25
Phase | Phase Il (addition of whey) Phase lll
20 Column 1
Column 3
) 15 Column 4
Y
£ Inlet Concentration
10
e —————
5
0 ‘_ML _ .
0 30 60 90 120 150 180
[days]

Obr. 5: Grafy koncentraci Creei. a Cr(VI) na natoku (Inlet) a odtoku z kolon (Column)

s vyznacé enim trvani jednotlivych etap zkousky (Phase).

Z vysledkd Tessierovy sekvencni extrakce vyplyvd, ze chrdm se vzeminé vdie
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
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s kolonami simulujicimi tyto procesy samostatné. Zanedbatelny byl podil slabé iontové

vymeénné vazby chréomu na horninovou matrici.

Vysledky Tessierovych sekvenénich extrakénich zkousek
100% -~
90% e vyménny podil
80% —— — —

70% +—— 49% ——————— | 46% | MWPodilvazanyna

0% 1 52% uhli¢itany
50% +———
40% -
30%
20% -
0% 1% w% 19

O% T T 1
Kolona 1 Kolona 3 Kolona 4

Podil vazany na
oxidy Fea Mn

M Podilvazany na
organickou
hmotu

Rezidudlnipodil

Obr. 6: Relativni zastoupeni forem vyskytu chromu v zeminé po ukoncé eni kolonovych

zZkousek
Byla vypoctena efektivni redukeni kapacita nZVI (ERC) ve vysi 156 mg Cr(VI)/g nZVI.
Byla stanovena prirozend atenuacni kapacita testované zeminy ve vysi 23,8 mg
Cr(Vh/kg.

Kolona 3, na které byla simulovdna kombinovand abio- (nanozelezem) a bio-
(substratem) redukce, a kterd trvale dosahovala vysoké Ucinnosti odstranéni Cr(VI),
vykdzala podle analyz PLFA v prOméru vyssi mikrobidini osidleni predevsim G+ baktérii
ve srovndni s kolonou 1, kterd nZVI neobsahovala. Aplikace nzZVI tedy neméla

negativni vliv na mikrobidini populaci a jeji bioredukeni akfivitu.

3.3 Vysledky pilotniho odzkouseni kombinované metody
3.3.1 Pilotni zkouska na lokalité Hradek nad Nisou

Pouziti nZVI v radmci 1. faze pilotni zkousky vedlo k rychlému, byt ne trvalému, poklesu
koncentraci Cr(VI) s celkové pozitivnim dopadem na autochtonni mikrofléru. Tim se

vytvorily vhodné podminky pro 2. fazi — biotickou redukci Cr(VI).
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Obr. 7: Vyvoj koncentrace chromu a TOC v podzemni vodé pozorovaciho vrtu PV-214

Aplikaci substratu (syrovatky) béhem 2. faze pilotni zkousky doslo k rozvoji anaerobni a
fakultativné anaerobni mikrofléry, kterd ndsledné redukovala Cr(VD). Ucinek biotické
redukce byl pozorovdn i v monitorovacim vrtu situovaném 22 m od aplikacnich vrtd 9
mésicU po aplikaci substrdtu. V této oblasti o plose cca 350 m2 byly obsahy Cr(VI)
v podzemni vodé pod nebo blizko meze analytické stanovitelnosti, viz Obr. 8.
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Obr. 8: Koncentrace Cr(VI) v podzemni vodé pred aplikaci nZVI a 266 dni po aplikaci
substratu

Na zdkladé zhodnoceni hydrochemickych dat pilotni zkousky je ziejmé, Ze
dominujicim remediacnim procesem 2. fdze byla nepfimd biotickd redukce

reaktivnimi formami Fe(ll) a/nebo H2S vznikajicim biotickou redukci Fedlll), resp. SO42
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pripadné reaktivnimi minerdly obsahujicimi tyto redukované prvky. Toto tvrzeni
podporuji vysledky 454 pyrosekvenace, kterou byly identifikovdny mikroorganismy
s dokumentovanou schopnosti redukovat zelezo. Tento proces byl amplifikovan
pritomnosti biologicky dostupného Fe(lll) v disledku predchozi oxidace nZVI. BEhem 2.
(biotické) faze tak bylo Castecné regenerovdno nZVI oxidované béhem 1. faze, Cimz

dochdzi k synergii obou geofixacnich mechanizmU jak vyplyvd z pH-Eh diagramu na

Obr. 9.

' IFesO; ' [Feso;
Fe(OH);(ppd) Fe(OH);(ppd)
—~ 5¢ .
1) 2z
© ©
g Fe™* 3
e ~
wo, . i
N ——
" eO(c)
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A A.. [ |

Obr. 9: pH-Eh diagram pro Fe za pritomnosti siry.
Vlevo vrty injektaZze nZVI, vpravo monitorovaci vrty. Barva symboli: Zluta - vychozi

stav, modra - aplikace nZVI, ¢ervena - stav pred aplikaci substratu, zelena - po
aplikaci subtratu. (Stabilitni oblasti vypocitany modelem Geochemist’s Workbench
(Bethke, 2000) s vyuZitim jeho termodynamické databdze thermo.dat pfi potlaéeni

hematitu, goethitu a magnetitu)

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 substratu. Kulminace koncentrace PLFA (o0 2 az 3 fady ve
srovndni s arovni pred aplikaci substratu) byla zaznamendna koly monitoringu
provedenymi 3 az 4,5 mésice po aplikaci, tedy pozdéji ve srovndni s vysledky

kultivacnich zkousek. Poté ndsledoval pokles koncentraci PLFA v dusledku vycerpdni

substratu, viz. Obr. 10.
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Obr. 10: Vyvoj bakteridlniho osidleni sledovaného pomoci obsahu PLFA v podzemni

vodé vybranych vrtu (ng/l)

Jak aplikace nZVI, tak i substratu 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 piipadé aplikovaného substrdtu
tyto zmény kulminovaly priblizné 3. mésic po jeho zdsaku a poté je pozorovdn
pozvolny ndvrat k pUvodnimu slozeni, viz Duroviv diagram na Obr. 11. Zmény
v obsazich jednotivych aniontd (nardst hydrogenuhlicitand) souvisi s Z&doucim

rozvojem mikrobidini aktivity stimulovanym dodanym substratem.
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Obr. 11: Duroviv diagram popisujici vyvoj hydrochemickych viastnosti podzemni

vody ve vriu PV-217
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3.3.2

Aplikacemi nZVI doslo k vyrazné redukci koncentrace Cr(VI) predevSim v prvni linii

Pilotni zkouska na lokalité C

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 nZVI tak patrny,
doslo viak k celkovému snizeni obsaht Cr(VIl) v podzemni vodé pred zahdjenim 2.
(biotické) faze pilotni sanace. Nizsi efekt nZVI oproti lokalité Hrddek nad Nisou je
pravdépodobné disledkem mensino mnozstvi aplikovaného nzZVI (2 aplikace po 20
kg nZVI oproti 1 aplikaci 120 kg nZVI).
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Obr. 12: Vyvoj koncentrace Cr(VI) - nahofe, a Cree. (dole) v podzemni vodé vrty

prvni (vpravo) a druhé (vlevo) monitorovaci linie

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/| oproti
189 az 367 mg/h) krychlému poklesu obsahu Cr(Vl) v podzemni vodé ve viech
monitorovacich vrtech pod mez kvantifikace a pod touto mez setrvala po zbytek
monitorovaciho obdobi (188 dni). Na rozdil od pilotni zkousky realizované v Hradku
nad Nisou nebyly v takové mife pozorovdny zvysené obsahy Cree. DOvodem mize byt
niz§i koncentrace dodaného organického substratu, jehoz metabolity mohou vytvdret
docasné rozpustné organické komplexy Cr3* nebo vyssi pH, pfi kterém se Cr3+ sndze

fixuje na horninové prostredi.
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Obr. 13: Koncentrace Cr(VI) v podzemni vodé pred 1. aplikaci nZVI (vlevo nahoie),

pred 2. aplikaci nZVI (vpravo nahore), po 2. aplikaci nZVI (vlevo dole) a 188 dni po
aplikaci substratu

Kombinovand sanacni fechnologie vykdzala velmi dobré vysledky i v prfipadé sanace
znecisténi CIU-Eth. Pokles koncentrace CIU-Eth po aplikaci nanozeleza nebyl vyrazny
jako Cr(Vl), aplikace substratu vsak stimulovala biologickou sekvencni redukfivni

dechloraci chorovanych uhlovodikd (hydrogendehalogenci) aZz na nechlorované a
netoxické ethen a ethan.
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Obr. 14: Sumarni koncentrace CIU-Eth v podzemni vodé
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Z pribéhu vysledkd kultivacnich mikrobiologickych zkou$ek je jasné patmé, ze
aplikace nZVI a predevsim substratu méla pozitivni vliiv na koncentrace psychrofiinich
bakterii vyskytujicich se v podzemni vodé. Po vycCerpdni dodaného substrdtu

(syrovatky) koncentrace psychrofiinich bakterii opét poklesly, viz Obr. 15.
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Obr. 15: Vyvoj koncentraci kultivovatelnych psychrofilnich bakterii v probéhu
pilotniho testu

V pfipadé analyz PLFA v podzemni vodé byl po aplikaci substratu pozorovdn ndrdst
celkového mikrobidlni osidleni podzemni vody ve srovndni se stavem pred zahdjenim
pilotni zkousky stim, Ze tento ndrlst je nejmarkantné§i v podzemni vodé vrtd
situovanych nejblize mistu aplikace organického substratu. V zaveéru pilotni zkousky byl
zaznamendn vyrazny pokles celkového mikrobidiniho oziveni podobné jako na lokalité
Hradek nad Nisou a to dokonce pod uroven zjisténou pred zahdjenim pilotni zkousky.
Vysvétleni je mozné hledat ve zméndch konsorcia mikroorganizmmd vyvolanych
aplikaci substrdtu a jeho ndslednym vycerpdnim a s tim souvisejicich dobihagjicich

zméndch oxidacné-redukénich pomeérd.

Stejné jako na lokalité Hradek, aplikace nZVI na lokalité C ovlivnila zakladni chemické
slozeni podzemni vody nevyrazné. Po aplikaci substrdtu doslo ke zméndm, které souvisi
s vyvolanou intenzifikaci mikrobidinich procesd - tedy kvycerpdni rozpusténych
termindlnich akceptord elektronu (predevsim siranu) a ndrdstu koncentrace nékterych
rozpusténych kovU (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.
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4.

Hlavni

Souhrn poznatku

poznatky ze studia kombinované metody sanace podzemnich vod

znecisténych hexavalentnim chromem Ize shrnout takto:

Kolonovymi i pilothimi zkouskami byla prokdzdana vysokda dcinnost posloupné
kombinace abiotické redukce Cr(VI) nanozelezem a  biologicky
zprostredkovand redukce Cr(Vl) zpohledu trvalého odstranéni  Cr(VI)

Z podzemnich vod.

Pilotnimi zouskami byl identifikovan vzdjemny Ucinek obou procesy, kdy
aktivitou mikrobidiniho spolecenstvi stimulovand dodanym substrdtem redukuje
spotfebované nZVI zFedl) na reaktivni formy Fe(l), které jsou schopné
redukovat Cr(VI) i po vycerpdni substratu. Na lokalité C byl béhem 2. (biotické)
fdze detekovdan sulfan, ktery rovnéz na Cr(VI) pUsobi jako redukcni cinidlo.
Béhem biotické fdze se tedy uplatiuji nejen primé (enzymatické) bioredukeni
procesy, ale i neprimé spouvisejici s biologickou produkci reaktivnich forem Fe
as.

Vyvilenou technologii Ize pouzit i vpfipadé smésné formy znecisténi
podzemnich vod hexavalentnim chrébmem a chlorovanymi etheny, ktera je
v provozech povrchovych Uprav kovd pomérné castd. Pokles koncentrace ClU-
Eth po aplikaci nanozeleza nebyl tak vyrazny joko v pripadé Cr(VI), aplikace
substratu  v3ak stimulovala biologickou sekvencni reduktivni  dechloraci
chorovanych uhlovodikl (hydrogendehalogenaci) a7 na nechlorované a

netoxické ethen a ethan.

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

podzemnich vod nebo v jejich mikrobidlnim oziveni.
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5. Zaver

Dizertacni prdce se zabyvd vyzkumem a ovérenim pouzitelnosti kombinace dvou
procest — abiotické redukce nanozelezem (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 faze na Fedll) je castecné
biogenné regenerovdno na Fe(ll), které ndsledné pUsobi jako redukeni Cinidlo pro
Cr(VIl). Vyvienou technologii lze pouzit i v pfipadé smésné formy znecisténi
podzemnich vod hexavalentnim chrobmem a chlorovanymi etheny, kterd je

Vv provozech povrchovych Uprav kovl pomérmné casta.

Aplikace nzZVI i substratu ovlivnily zdkladni chemické sloZzeni podzemni vody

nevyrazné s pozorovanym pozvolnym ndvratem k pOvodnimu sloZeni.

Vyse uvedené poznatky byly autorem prezentovdny na tuzemskych a zahrani¢nich

konferencich a publikovany v odbornych ¢lancich.

Zavérem Ize na zdkladé dosaZzenych vysledk( konstatovat, Ze tato metoda je
acinnou a ekologicky Setrnou sanacni metodou, kterou lze doporucit pro cisténi
podzemnich vod znecisténych timto kovem. Oproti v souCasnosti pouzivanym
technologiim on-site nebo in-situ chemické redukce slouceninami siry ma vyhodu
predevsim v nizSich 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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