UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
Prirodovédecka fakulta

Katedra fyzikalni a makromolekularni chemie

Studijni program: Chemie

Studijni obor: Chemie Zivotniho prostfedi

S0
(L
(-0 1@

=

=

&
TR
(T

e

Bc. AleS Redlich

Mikrobialni mobilizace arsenu v pudach na zlatonosném lozisku
Mokrsko

Microbial mobilization of arsenic in soil at the Mokrsko gold
deposit

Diplomova prace
Vedouci diplomové prace: Mgr. Petr Drahota, Ph.D.

Praha, 2011



Prohlaseni:

ProhlaSuji, Ze jsem zérecnou praci vypracoval samostatrpod vedenim Skolitele Mgr.
Petra Drahoty, Ph.D., a Ze jsem uved| vSechny pduiformani zdroje a literaturu. Tato
prace ani jeji podstatnést nebyla fedlozena k ziskani jiného nebo stejného akademickéh
titulu.

Jsem si wdom toho, Ze fipadné vyuZiti vysledk ziskanych v této praci, mimo Univerzitu

Karlovu v Praze je moZné pouze po pisemném soutdaswiniverzity.

V Praze dne 1. 7. 2011

podpis



Podtkovani

Dekuji svému Skoliteli Mgr. Petru Drahotovi, Ph.D. @adborné vedeni diplomové préce,
cenné rady a pomodigeseni problérin Dale dkuji RNDr. Janu Rohovcovi, Ph.D. za cenné
rady v oblasti analytické chemie. V neposledat dékuji Mgr. Lukasi Falteiskovi za rady a
provedeni analyz z oblasti mikrobiologie. Rkalvani si zaslouzi také Mgr. Michal Filippi,
Ph.D. za instruktaz a zaéjgeni mikroskopické techniky. Prace vznikla za fit@ho gispeni
GACR P210-10-P096.



Obsah

1 Uvod

2 Problematika arsenu v Zivotnim proskedi

2.1
2.2
2.3
2.4

Zakladni charakteristiky

Sloweniny arsenu

Biogeochemicky cyklus arsenu

Toxikologie
2.4.1 Toxikokinetika
2.4.2 Toxikodynamika

3 Puadni interakce

3.1 Mikrobidlni rezistence

3.2 Bakterialni redukce

3.2.1 Anaerobni respirace

3.2.2

Detoxifika¢ni redukce

4 Studované Uzemi

4.1 Geologie oblasti

4.2 Dosavadni vyzkum

4.3 Cile diplomové préace

5 Experimentalni ¢ast

5.1 Pouzité chemikalie

5.2 Pouzité pistroje

5.3 Odbér a zpracovani vzotk

5.4 Metodika experimerit

5.5

5.4.1
5.4.2
5.4.3
5.4.4
5.4.5
5.4.6
5.4.7

Celkové obsahy
Mineralogicka charakteristika
Zdroj organické hmoty
Inkubace regolitu a sedimentu
Sekvegrni extrakni analyza
Kultivace bakterii

Identifikace bakterii

Vysledky experimerit a analyz

5.5.1
5.5.2

Celkové obsahy

Mineralogicka charakteristika



5.5.3 Zdroj organické hmoty

5.5.4 Inkubace regolitu a sedimentu
5.5.5 Vysledky sekvetni extrakce
5.5.6 Identifikace bakterii

6 Diskuse

6.1
6.2
6.3
6.4
6.5
6.6

Vybér vzorki pro studium mobilizace
Charakteristika vzork

Vybér zdroje organické hmoty

Inkubace a sekveéni extrakce regolitu a sedimentu
Vysledky identifikace bakterii

Dopady na zZivotni prosdi

7 Zavér

8 Pouzita literatura



Abstrakt

Zlatonosné loZzisko Mokrsko je oblast vyZofci se vysokou koncentraci arsenutdch.
Prirozeré kontaminované vzorky regolitu a fluvidlniho sedithez této oblasti byly pouzity
ke zhodnoceni ifispivku mikrobialni¢innosti na mobilizaci arsenu. Ve vzorcich regobtu
obsahem 905 mg Kga sedimentu s obsahem 1749 md legsenu byla identifikovaniada
arsenonosnych minefal V regolitu gevladd goethit s vazbou arsenu nad Ba-
farmakosideritem a arseniosideritem, zatimco v msediu je hlavnim nositelem arsenu
novotvaeny realgar a méngoethit a vySe zmémé arseriinany. Ke zhodnoceni vlivu
mikrobialni mobilizace arsenu byly oba vzorky pdskoy inkubaci v aerobnich a
anaerobnich podminkach. Pé&dani glukosy jako vhodného zdroje organického migte
pro gitomné mikroorganismy doslo k vyraznému urychlewobitizace arsenu v anaerobnich
podminkach. Vysoky koretai koeficient mezi vylouzenym mnoZstvim arsenu &ezze
nazn#&uje, Ze uvalovani arsenu se odviji od reduktivniho rozp&usStHFO, gipadré
sekundérnich arsemani (Ba-farmakosiderit a arseniosiderit). Na druhé&rstrdochazelo
k menSimu uvoléni arsenu ze sedimentghem aerobni inkubace vlivem mikrobidliizené
oxidace sekundarniho realgaru. Ve snaze zjistit-|s ve vzorcich fitomny bakterialni
druhy podilejici se ffmo na redukci A%, byla provedena kultivace a nasledna identifikace
bakterii tolerujicich A¥ s jednim pozitivnim vysledkem. Jednd se o nalektebe
Pseudomonas putida ve fluvidlnim sedimentu. Pomoci inkuwiogch experimerit byl prokazéan
vliv mikrobialni ¢innosti na zvySeni mobility arsenu v regolitu aviinim sedimentu, ktery
pravdépodobré hraje vyznamnou roli ve zvySenych koncentracickeran ve vodach na

lozisku Mokrsko.



Abstract

The Mokrsko gold deposit is characterised by higleaic concentrations in regolith.
Naturally contaminated regolith and stream sedirsantples have been studied in order to
determine microbially mediated processes that feas mobilization. Arsenic concentration
in regolith and sediment we@®5 mg kg and 1749 mg K4 respectively. The mineralogy of
arsenic in the regolith is dominated by arsenicdbgagoethite and minor arseniosiderite and
Ba-pharmacosiderite. In contrast, highly reduciediments are mainly characterised by
secondary realgar and less arsenic-bearing goethitsecondary arsenates. These samples
were used for incubation experiments under botbkaemand anaerobic conditiond/hen
glucose was supplied as a C source under anaemahditions, indigenous bacteria
significantly enhanced the extent of As releaseftbe solid samples into solution. Highly
positive correlation between the extracted amot@idiscand Fe implied that the microbial
dissolution of Fe(lll)-oxides is responsible foetAs release, with possible contribution of
secondary arsenates dissolutiOm the other side, small amount of arsenic wasisele from
the sediment during the aerobic incubation thratnghmicrobially mediated oxidation of
secondary realgar. In attempt to find some badtspiecies responsible for the As(V)
reduction, cultivation and identification of As(\terant bacteria species were carried out
with one positive resulPseudomonas putida was found in the sediment sample. The results
of the study indicated a direct microbial arsenighilizing activity in the regolith and stream
sediment that may contribute to high dissolvedracseoncentrations in natural waters at the

Mokrsko gold deposit.



Pouzité zkratky a symboly

A — azid

Aox — arsenitan-oxidaza
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1 Uvod

Arsen je toxicky prvek vyskytujici se ve vSech zkyad sférach. NeptSim rezervoarem
arsenu je litosféra, ze které putuje do ostatnféh @& vytvai svij biogeochemicky cyklus
(Matschullat, 2000; ATSDR, 2007).

Po celém sité nalézame v oblasti litosféery mista s mnohonasatwySenou koncentraci
arsenu oproti g@mérnym hodnotam (Mandal a kol.,, 2002; Vaughan, 200&jcinou
vyrazného nahromadi arsenu rnize byt bud’ intenzivni antropogenniinnost (spalovani,
hutni a piimyslova vyroba, &ba nerostnych surovin, zédglska ¢innost), nebo firozené
nakumulovani arsenu¢bem geologické evoluce daného Uzemi (vznik rudihédisek a
mineralogickych vyskyt s arsenovymi mineraly, vulkanickénnost) (WHO, 2001; Bissen a
Frimmel, 2003).

V poslednich letech se arsen dostava daquipwdeckého z4jmu, a to hlagrz divodu
mnozicich se ifjpadi kontaminace podzemnich vod arsenem mobilizovanyrpady,
sedimeni a zwtravajicich hornin. V obydlenych oblastech dochkzitimému kontaktu
clovéka s arsenem zejména presiictvim kontaminované pitné vody, ve které je
mnohoné&sobh piekrosen limit pro obsah arsenu v pitné ¥od0 ug I'* (ATSDR, 2007;
WHO, 2008). V postiZzenych oblastech jsou lidé dmdie vystaveni vy$Sim davkam tohoto
toxického prvku a hrozi jim tak riziko vzniku chiickych otrav a vaZznych zdravotnich potizi
(Mandal a kol., 2002; WHO, 2008). Mezi extrémiijpppady vodnich zdrdj kontaminovanych
arsenem, ktery se uvnlje zwtravanim minerdl, pati Bangladés nebo Zapadni Bengalsko.
Zde je ohrozeno na 40 milianlidi, ktefi jsou nuceni pouzivat nevyhovujici zdroje vody
obsahujici vysoké koncentrace arsenu (Mandal a R6D2; Stiben a kol., 2003; Ahmed a
kol., 2004). Mezi dalSi staty, které maji problésgirozenou kontaminaci vody arsenem,
paii Argentina, Cile, Taiwan, Cina, Mexiko, rkteré staty USA (Mandal a kol., 2002;
Vaughan, 2006).

V Ceské republice népdstavuje vyskyt arsenu viipdé zéavazny ekologicky nebo
zdravotni problém. Antropogennim zdrojem kontaménage FedevSim spalovani
nekvalitniho hedého uhli s vysokym obsahem arsenu (Szakova addl7; Erbanova a kol.,
2008; Novak a kol., 2010). Z hledisk&rpzené kontaminace jerippomnost vysSiho mnozstvi
arsenu vazana pouze na lokalni zdroje spojenéteriblou €zbou zlata a dalSich kav
v oblastiCeského masivu (Filippi a kol., 2004; Szakova a,kk007).

Jednou ze zajimavych lokalit, kde se Geské republice setkavame s abnormalnim

nahromadnim arsenu v ifiroc, je zlatonosné lozisk@elina-Mokrsko, leZici jizé od Prahy
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(Janatka a Moravek, 1990). Jedna se o &&jya dosud nétené lozisko zlata €eském
masivu, objevené v letech 1978 - 1980 (Moraveklg k889).

Bshem phzkumnych praci na loZiskuCelina-Mokrsko se pracovnici spétesti
Geoindustria Praha n. p., ktera na tomto Uzemipetas a pézkumné prace provéth,
setkali s Usté tradovanym nazorem mistnich starouseglligodle ®&hoz je pry v obci
Mokrsko vysoka pedtasna umrtnost &asty vyskyt zdravotnich obtiZi, laicky ozieaanych
jako “Cernani nohou”. Proto byla v roce 1985 provedenangelicinska studie (Jilek, 1985) s
cilem objasnit fadu onemoctni a umrti ve vesnici Mokrsko. Napini studie bylo
hydrochemické posouzeni zdiqgjitné vody a fehled umrtnosti obyvatelstva za deladsové
obdobi (20-30 let). Provedenim prvkové analyzy sitrd vody byly odhaleny mozné&ipiny
zdravotnich probléobyvatel. Kront zvySenych koncentraci dasamn a fosforénam byla
u vzorki ze studen v obci Mokrsko na&iena koncentrace arsenu v rozmezi 255 - 1690'ug |
To je 5 - 34x vy33i koncentrace ne? v té&dbporena hodnota 50 pd larsenu pro pitnou
vodu. Arsen byl ozngen za hlavni zdravotnnezadouci sloZzku pitné vody v obci Mokrsko.
Domnrénka o vysoké umrtnosti se vSak ukazala jako nedptiea. Nebyla prokazanaima
souvislost mezi umrtimi a vysokou koncentraci ansee vod. Fripady ‘Cernani nohou”,
neboli tzv. Blrgerovy choroby, kterd jéisledkem zmin ve sloZeni krve a e vést az
k nekréze tkani nebo smrti, byly ozeay za nahodny jev a ném piimou souvislost s
podminkami zivotniho prostdi (gFitomnost arsenu a ddsiani ve vod) (Jilek, 1985;
Collins, 2003; WHO, 2008).

Objevenim zlata a vysokych koncentraci arsenu skrdko stalo atraktivnim mistem pro
védecky vyzkum (Moravek a kol., 1989; Boiron a kd&Q01; Filippi a kol., 2004, 2007,
Drahota a kol., 2006, 2009, 2011).

2 Problematika arsenu v zZivotnim prosftedi

Predmétem studia firozené kontaminace arsenem je mapovani Uzemi leyteys jeho
abnormalniho mnozstvi, ravani hornin obsahujicich arsen, speciace aspajéna toxicita
a zejména mobilita tohoto prvku tzanych sférach Zivotniho prdéseti (nap. Cullen a
Reimer, 1989; Mandal a Suzuki, 2002; Ahmed a KfQ4; Routh a kol., 2007; Oremland a
Stolz, 2005; Drahota a kol., 2006; Lee a kol., 20®10). Arsen, ktery je vl a sedimentu
vazan hlava na slodgeniny Zeleza, hliniku a manganu (Sadiq, 1995; Nasha kol., 2003),
se za wiitych podminek uvdiluje do vodného progdi, ¢imz se zvySuje riziko kontaminace
lidského organismu (Cummings a kol., 1999; WHO,1D00
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2.1 Zakladni charakteristiky

Arsen je polokov s atomovygislem 33 a molarni hmotnosti 74,92u3¢ se vyskytovat ve
valertnich stavech -3 (arsenid), 0 (kovovy arsen), +3ef@ity iont), +5 (arsedmy iont).
Elektrodovy potencial redoxniho paru "As As** je +130 mV. Arsenitany vykazuji za
obvyklych podminek vyssi hydrologickou mobilitu neseninany (Oremland a kol., 2009).
Arsen paiti mezi stopové prvky vzhledem k jehaip®rné koncentraci v zemskéile 1,5 - 3
mg kg* (Cullen a Reimer, 1989; WHO, 2001; Vaughan, 2006jatabazich arsen nalezneme
pod registéanim ¢islem CAS 7440-38-2 (wwwl).

Elementarni arsen vytifa dv¢ zakladni alotropni modifikace. Prudkym ochlazenim
arsenovych par vznika tzv. Zluty arsen. Tato nadtaima se femenuje na staly ocelavsedy
kovovy arsen (Fara, 2004; ATSDR, 2007).

2.2 Slodeniny arsenu
Arsen vytvdi pestrou fadu anorganickych i organickych stemin (WHO, 2001).

K nejbézrejSim slokenindm ve vodném prdstdi paki kyselina arseiina (HbAsOy,) a jeji
anionty HAsO;, HAsO,> a AsQ>. Tyto specie jsou termodynamicky stalé v oitan
prostedi (Cullen a Reimer, 1989). Kyselina argeaije v kyselém prostdi oxid&ni ¢inidlo
se standardnim redoxnim potencialet=®,559 V (Fara, 2004).

V reduknim vodném progedi gevlada arsen trojmocny jako kyselina arsenitgAg8®s),
ktera [ pH > 9 disociuje na bAsOs, HASO® a AsQ® (WHO, 2001; Bissen a Frimmel,
2003).

Dalsi vyznamnou slaeninou je oxid arsenity (A®s), historicky znamy jako jed arsenik.
Je slab rozpustny ve vo#lza vzniku kyseliny arsenité (Fara, 2004). Ke stand AsOs; se v
minulosti pouzivala Marshova zkousSka. Ta je zaleZera redukci slatenin arsenu
nascentnim vodikem na arsenovodik Askery se po vysuSeni a zati v Uzké trubici
rozlozi na vodik a kovové zrcatko elementarnihermugwww?).

Arsenovodik (arsan, Asflje za normalnich podminek plyifesnekového zapachu, ktery
vznika v extrém# redukénich anaerobnich podminkach (Bissen a Frimmel, 20GB8a,
2004). Arsan je pokladan za nejt&¥jSi sloweninu arsenu (Bissen a Frimmel, 2003).
Podminky existence specii jsou vyzeay na pH - Eh diagramu na obrazku 1.

Prostednictvim mikrobiélnich procésdochazi ke vzniku organickych skmnin arsenu, a
to nahrazenim vodiku nebo hydroxylové skupiny aanickych slodenin. Z arsanu tak
vznika monomethylarsan (GAsH,), dimethylarsan (CH3AsH) a trimethylarsan (ChHBAS).

12



K organickym kyselinam s&imocnym arsenem patnag. kyselina monomethylarsonova
(CH3AsO(OH),), dimethylarsinova (CH3MAsO(OH)). K €mto proce8ém dochazi v
anaerobnich podminkach (Cullen a Reimer, 1989;eBissFrimmel, 2003; Vaughan, 2006).

DalSi organické slaieniny arsenu jsou zminy v kapitole 2.3.

Eh (V)

Obrazek 1: pH — Eh diagram systému As-O-®kpievzato z: Bissen a Frimmel, 2003)

Arsen je v pirod¢ béZnou sloZzkou vice nez 300 primarnich a sekundarmiaherat:
(Drahota a Filippi, 2009). Nejhajjgim primarnim mineradlem je arsenopyrit (FeAsS).
DalSimi sulfidickymi mineraly jsou auripigment (#83), realgar (AsS), kobaltin (CoAsS)
enargit CyAsS,. Arsen niize byt také fimési sulfidickych rud, ve kterych netkiohlavni
komponentu, fedevSim se vaze na pyrit (R$Mandal a Suzuki, 2002; Zacharias a kol.,
2004). Loellingit (FeAs neboli arsenid Zelezargdstavuje arsen s oxitldm cislem -lll.
Bézné jsou i arsenidy kobaltu, niklu neb&dn (WHO, 2001; Mandal a Suzuki, 2002; Bissen
a Frimmel, 2003; O'Day, 2006). Oxidaci arsenopystdalSich primarnich minetaarsenu
mohou vznikat oxidy arsenolit, claudetit (&%), pripadre slozigjSi sekundarni arsefmany,
jako jsou farmakosiderit (KREASO,)3(OH)4-6H,0), skorodit (FeAs®H,0), pitticit
(Fe(ASOy)y(SOy),-NH0), arseniosiderit (Gae;02(AsO4)3-3HO0) a mnoho dalSich{lippi a
kol., 2007; Drahota a Filippi, 2009).
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2.3 Biogeochemicky cyklus arsenu

Biogeochemicky cyklus daného prvku se skladactg zakladnich procés Jsou jimi
horninovy cyklus, kologh vody, atmosfericky transport a antropogenni mpc@oldan,
2006). Cyklus arsenu je schematicky znaZonma obrazku 2.

Primarnim zdrojem arsenu je zemskérek s gibliznym obsahem 40™ kg arsenu
(Matschullat, 2000). Odtud se arsenislédku vulkanick€innosti, exhalace sopeych par a
plyna, zwétravani, eroze a biochemickych reakci wwp¢ a putuje do pedosféry, hydrosféry a
atmosféry (Matschullat, 2000; Mukhopadhyay a K002).

B | [ [
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Obrazek 2: Biogeochemicky cyklus arséprevzato z: Mukhopadhyay a kol., 2002)

Pedosféra je heterogenni &ranorganického a organického materialu (Matschii200).
Arsen v mdé podléha oxidéné-redulkénim reakcim, které maji obvykle za nasledekémun
mobility prvku (Mukhopadhyay a kol., 2002; Szakav&ol., 2007). V aerobnich podminkéch
je zde arsen fftomen zejména ve formarseninami vazanych do krystalové struktury
sekundarnich minen&larsenu, nebo vazanych adsorpci a koprecipitablydeatované oxidy

Zeleza, hliniku, jilové mineraly a organickou hmowiredulkinim prostedi arserinany
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snadno pechazi na arsenitany.chkteré mdni bakterie a houby maji schopnost methylovat
anorganickeé slateniny a vytvéet tak organické slaeniny arsenu (Szakova a kol., 2007).

K obdobnym redoxnim a methylaim reakcim dochazi v oblasti hydrosféry. Zde mgear
piitomen roviZz prevazie ve forms arsentnani a arsenitain (Cullen a Reimer, 1989Rasy,
fytoplankton i drobni korySi a #kkySi secasto podileji na tvorborganickych slogenin,
vétSinou arsenobetainu §81,As0O;) a arsenocholinu @E14AsO), které pat mezi kvartérni
soli (Koplik a kol., 1997)Cast arsenu se v tkanich a membranach organigoki ve forns
arsenosachanid a arsenolipil (Mukhopadhyay a kol., 2002). K dalsim methylovanym
organickym sloteninam pitomnym ve vod pati monomethylarsonat (MMA) a
dimethylarsinat (DMA) (Szakové a kol., 2007).

Vulkanicka aktivita a produkty gmyslovécinnosti tvai hlavni toky arsenu do atmosféry
(Matschullat, 2000). Koladh uzavira mokra atmosfericka depozice. Timto prawese arsen
vraci do nizSich sfér (Mukhopadhyay a kol., 2002).

V dusledku bioakumulace v rostlinnych a Zti&nych tkanich putuje arsen podél potravniho
fettzce a dochézi ke kontaminaci biosféry (Mukhopadhgakol., 2002; Szakova a kol.,
2007).

2.4 Toxikologie arsenu

Toxicita prvku zavisi na jeho formn fyzikalné-chemickych vlastnostech a biodostupném
mnozstvi (Mandal a Suzuki, 2002). Ob&ge trojmocny arsen pro organismy t&xjSi nez
pétimocny (WHO, 2001; ATDSR, 2007) zadodu jeho vySSi mobility a destruktivniho
pusobeni na disulfidické vazby protéiwv organismech (Nicholas a kol., 2003; Oremland a
kol., 2009). Anorganické sl@eniny vykazuji vysSSi toxicitu nez sléeniny organickeé.
Toxicita klesd vads AsO;¥ > AsQ® > CHASO(OH) > (CHs),AsO(OH) >
(CHa3)3As'CH,COO (Koplik a kol., 1997). Zdravotni problémy jsou yezbisobeny pijmem
pievazré anorganickych slaienin. Arsan a jeho methylované steniny, gestoze jsou
vysoce toxické, ndgdstavuji v pirodk vysoké riziko intoxikace vzhledem Kk jejickkavemu
charakteru a nizké rozpustnosti (ATDSR, 2007).

2.4.1 Toxikokinetika

Arsen vstupuje do lidského organismu oralni, infid@laa ve velmi malé mé také

transdermalni cestou (Mandal a Suzuki, 2002). bdiade doda dostava arsen hlagrve
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formé oxidu arsenitého. V potréa vod piijimame arsen v podéhkarsentnan a arsenitain
(ATDSR, 2007).

Rozpustné slaieniny trojmocného i gimocného arsenu jsou rychle kettavany
v gastrointestinalnim traktu. Metabolismus zahrnojédasns-redukéni reakce mezi A% a
As™* v plasné a naslednou methylaci Asv jatrech za vzniku mono- a dimethylovanych
produkti (obrazek 3) (Mandal a Suzuki, 2002). DonoremzCskupiny niize byt nagiklad
cholin, cystein nebo methionin. Koncovymi metaloljsou kyselina methylarsonova a
dimethylarsinova a v této poddlje arsen vyltiovan mdai. Nemalacast gFijatého arsenu
(anorganického i organického) projde organismem ebeartny (ATDSR, 2007).
Nevyloweny arsen se akumuluje v jednotlivych tkanich (Mam@dSuzuki, 2002).

Arsenate (AsY) Arsenite (Aslll)
OH
o GSH |
—AsV— HO—As"—0OH
O_Aﬁ OH Arsenate
0O Reductase ‘
— SAM
Arsenite 4
Methyltransferase [\
l = SAHC
(|JH
O—Asv—CH,
|
OH

Methylarsonic acid (MMAY)

|
MMAY | GsH

Reductase

Y

OH MMA ?H
O:A|5'--'—CH3 ~ Methyltransferase Asii—CH,
| 7N |
CH, : * OH
Dimethylarsinic acid SAHC ~ SAM Methylarsonous acid
(DMAVY) (MMAT

SAHC = S-adenosylhomocysteine; SAM = S-adenosylmethionine

Obrazek 3: Zakladni metabolicka draha anorganiclkeésenuprevzato z: ATDSR, 2007)
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2.4.2 Toxikodynamika

Arsen a jeho metabolity jsou bez vyznamnych preieredistribuovany do vSech orgaa
tkdni a pomoci pasivni difaze vstupuji do #unMechanismus dinku na organismus se u
trojmocného a gtimocného arsenu lisi (ATDSR, 2007).

Piisobeni arseniténspasiva v naruseni enzymové aktivity, kdy se*AgaZe na —SH a —OH
skupiny enzym. Konkrétt se niize jednat o inhibici pyruvat dehydrogenazy
prostednictvim vazby na jeji prostetickou skupinu — kiyselipoovou (obrazek 4). To vede
k zastaveni dalSich enzymatickych poahad produkce ATP v hice (Mandal a Suzuki,
2002).

HS——CH /s—r:.H2
o CHE O=—As CH-
N/
/ S—CH
"0—As + Hs CH T
o (CHa)y (CHz)a
Arsenitan i
c—0 =0
Pralein PFU[EIH

Kyselina lipoova

. Kyselina lipoova
{redukovana forma) ysefina ipoov

s navazanym arsenitanem
Obrazek 4: Vazba arsenitanu na kyselinu lipoogeayzato z: Mandal a Suzuki, 2002)

Arseninany AsQ> rovréZ zasahuji do tvorby ATP, a to prieinictvim kompetice s PO
, nagiklad v procesu glykolyzy (obrazek 5) nebo oxidatifosforylace. Arseinany mohou
rovnéz substituovat fosfat ve strukgiDNA (Mandal a Suzuki, 2002; Oremland a kol., 2003

CH,OPO;* CH,0-PO,™
CHOH CHOH CH,0PO,*
Arsenate | Phosphate
O=——=COAs00,” = CH=—O0 » CHOH
1-Arseno-3-phosphoglycerate ~ Glyceraldehyde
3-phosphate CO-0PO

1,3-Diphosphoglycerate
Obrazek 5: Vazba arsénianu na glyceraldehyd—3—fostatevzato z: Mandal a Suzuki, 2002)
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Akutni expozice arsenu vyvolava zvraceni, silnéebidl l¥icha, poruchy nervového
systému, selhani ledvin. Chronick& expozice maastedek ztratuetesné hmotnosti, srdei
arytmii, zuzovani cév nebo hyperpigmentaci (BisaelRrimmel, 2003). Dlouhodobykipem
slowenin arsenu zvysuje riziko vyskytu rakoviny pliatgr a meéoveho néchyre (ATDSR,
2007). Silna afinita A¥ k site zpisobuje akumulaci arsenu v keratinovych tkanich (@4
Suzuki, 2002).

3 Puadni interakce

Chemie arsenu wijdlé je zavisla na slozeni pevné faze, slozdmingho roztoku, redoxnich
podminkach a na aktivifpadnich mikroorganistin (Sadiq, 1995).

Porer As”* / As®* v prostedi je ovlivien piftomnosti ostatnich redoxnich paAzejména
Fe" 1 F&*, N°Y/ N** / N°, Mn** / Mn?* a $*/ S* /1 /| § (Frankenberger Jr., 2009).

Dulezitym faktorem, ktery ovlifuje koncentraci arsenu v roztoku, je jeho
adsorpce/desorpce na pevné substraty (Bowell, 10@dkenberger Jr., 2009). Tentg g
dle charakteru vzniklé vazby sloZzen z fyzikalni@gse a chemisorpce a vede k @mamu
omezeni mobility a snizeni dostupnosti rozgngho arsenu (Cullen a Reimer, 1989; Sadiq,
1995). V této souvislosti se arsen vyame afinitou zejména k povrédm hydratovanych
oxida Fe, Mn, Al, jilovych minera, uhlicitani a organické hmet Povrchy &chto ¢asto
koloidnich) ¢astic maji specificky naboj, ktery se &tiny substrat maze nenit pii zmené
pH prostedi. Obec# plati, Ze povrchy substfataji za vysSiho pH zaporny nabojigghuji
kladné ionty, zatimcoipnizSim pH kladny nabojiftahuje oxoanionty arsenu (obrazek 6). Po
obsazeni vSech adsdrpch mist niZze nasledovat srazeni sekundarnich mifegitenu
(Sadiqg, 1995).

Dominantnim procesem je adsorpce a koprecipitasenar na hydratovanych oxidech
zeleza (HFO) (Cullen a Reimer, 1989; Nicholas a,k&003). Odtud se arsen mobilizuje
redukci svych iorit, rozpadem adsorbentu, tj. redukcf'Fea F&*, a rozpoudnim pi snizeni
pH (Bowell, 1994; Sadiq, 1995; Radloff, 2007; Frankerger Jr., 2009). Redukce®Fe
probiha jak abiotickou, tak mikrobialni cestou @iwk 7), a to pomoci bakterii vyuZivajicich
Fe’* jako akceptor elektrdn pfi respiraci, nap Shewanella alga (Cummings, 1999;
Frankenberger Jr., 2009). Redukce’’As FE" mohou probihat s@asré (Campbell a kol.,
2006; Lloyd a Oremland, 2006).
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Obrézek.6: RozloZeni naboje koloidnigstic v zavislosti na pHuply (prevzato z: Sadig, 1995)

Rada bakterii a hub disponuje schopnosti aréenym zmisobem transformovat. Vedle jiz
zmirené methylace (kapitola 2.3) se jedna o o&mwaedulkini metabolické reakce
nevytvaejici vazbu arsen - uhlik (Cullen a Reimer, 198Qjkhbpadhyay a kol., 2002;
Yamamura, 2009). Tyto mikrobiélni aktivity probif@jve vodach, fdach a sedimentech
maji vliv na speciaci a biodostupnost arsenu (Caechla Stolz, 2005) a také mohou byt

odpowdné za sezonni variabilitu ve speciaci a koncenaiaenu (Nicholas a kol., 2003).

3.1 Mikrobialni rezistence

Protoze arsen nepgatmezi esencialni prvky, lika nema dvod jej @irozere prijimat a
nema vyvinuty specifické cesty pro jeho vstup darebuné¢ného prostoru. Jako zastupce
5A skupiny PSP tvd arsen sloteniny analogické s dusikem a fosforem, coz jsiozené
sloZzky organismu (Oremland a kol., 2009; P4ez-Espikol., 2009). Arsetihany jsou proto
bunkami @ijimany prostednictvim fosforénanovych transportérPit (phosphate inorganic
transporter) ast (phosphate specific transporter), se silnou peeiferPit systému (Paez-
Espino a kol., 2009).
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(a) Iron-reducing bactena

(e) Iron-reducing DARP

‘ Je
—_—
CHQQ -

CO, 55

Obrazek 7: Mechanismy mobilizace arsenu mikrobié#stoupievzato z: Oremland a Stolz,
2005) a) uvolréni As’* prostednictvim F&" redukujicich bakterii b) uvosmi adsorbovaného
arsenu z povrchu minetaprostednictvim AS* redukuijicich bakterii ¢c) séasna redukce a
uvolnsni As** a Fé" pomoci bakterii aifpadna readsorpce &s

| pies chemickou podobnost arsenu a fosforu dok®&e systém rozliSit mezi
fosfor&nanem a arsefianem, a to zhruba 100xgsrEji nez Pit systém. U organisin kde
prisun fosforénanu zavisi n®it, dojde i dlouhodobé expozici arsenu kdgrpani buscné
ATP a néasledné akumulaci arsenu uviitiiky (Frankenberger Jr., 2009). Podobnost, pK
kyseliny arseriné (2,2; 7; 11,5) a kyseliny fosfére (2,1; 7.2; 12,7) se vyuZivaip
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uvoliovani anioni z membranovych transportémvnité buiky (Mukhopadhyay a kol.,
2002).
Trojmocny arsen je do bk pii fyziologickém pH transportovan ve foinmenabit&astice

As(OH); pres aqua-glycerolporinovy transportér GlpF (obré&efPaez-Espino a kol., 2009).

AsO, 3 1
(PO transporters)

As(OH);

(-agqua-glicerolporins)

7= ==1

W
As(OH); <—fefe—AsO,’ y
w H-‘""'-_‘____ _______________ =y H‘-\.
g |l e —_ 2 [As(OH),
=T
.
- S A > A red 6
= AsOZ "' As(OH); - MMA ~.DMAA
E. 5 . .‘ Ted I' . ' S
K aso/aox TMAO i TMA D
;ﬂ«s{s‘:)in!]3 Aso.;- * As(CH,);4

Obrazek 8: Vstup a transformace arsenu v baktérkfce (pievzato z Paez-Espino a kol., 2009)
1) transport arsenur@s membranu 2) redukce arsgrinu na arsenitan 3) komplexace®As
peptidy s vysokym obsahem cysteinu 4)*Amko donor elektroin 5) As™ jako akceptor
elektroni pii respiraci 6) vycestuva methylace anorganickych forem arsenu.

Jako odpovd” na pgitomnost toxickych ko& se u mikroorganistn vyvinula fada
adapténich mechanisfiy umozujicich jim peziti v Sirokém spektru toxickych latek a
koncentraci (Mukhopadhyay a kol., 2002). U baktemdlovanych v oblastech se zvySenou
koncentraci arsenu (kalyuldi vody, pdy) byly objevenyars operony zajiujici buice
rezistenci wci tomuto prvku (Cullen a Reimer, 1989; Oremland a.,k2009). Geny jsou
lokalizovany v chromozomalni DNA a DNA plazniidP4ez-Espino a kol., 2009). Jsou
vSudygitomné, hoj# rozSfené u gram-negativnich i gram-pozitivnich bakteriiArchae
(Silver a Phung, 2005; Frankenberger Jr., 2009).
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Bakterialni rezistenci &i arsenu poprvé pozorovali Novick a Roth (1968) u
Saphylococcus aureus na plazmidech kodujicich rezistenci na antibiotikaézké kovy.
Potvrzena byla odolnostisi As®* i As>* (Frankenberger Jr. 2009).

Genovou expresi vznikaji enzymy katalyzujici meliaké interakce biiky s ionty arsenu.
Oxidaci AS*™ na AS* na povrchu biky zaji¥uje enzym A3 oxidazaAox. Buika se tak
brani pasivnimu fisunu As(OH) pres glycerolporinovy transportér. Redukci’Asia AS*
katalyzuje enzym A% reduktazaArr. Organismus tak reaguje na akumulacP*Asvnit
buiky (Oremland a kol., 2009). Deaktivaais systéni se buika stava hypersensitivniidi

arsenu (Mukhopadhyay a kol., 2002).

3.2 Bakterialni redukce AS

Z termodynamického hlediska pomahaji heterotrofikir@organismy vyrovnat chemickou
nerovnovahu setrvavajici v ekosystemuizatiu nerovnorérné distribuce redoxnaktivnich
latek a pomalé kinetikydkterych reakci. Heterotrofni metabolismus oxidujgamicky uhlik
v pritomnosti vhodného akceptoru elektiofim mize byt nagiklad &, Mn**, F€”*, SQ* a
také AS* leZici svym redoxnim potencidlem mezita SQ* (Nicholas a kol., 2003).

Byly popsany dva ifljpady metabolické redukcetpnocného arsenu. Prvnim procesem je
disimilacni redukce fi anaerobni respiraci, ktera vyuziva°Agako terminalni akceptor
elektrorii. Druhym djem je redukce A% jako detoxifik&ni mechanismus (Cullen a Reimer,
1989; Paez-Espino a kol., 2009).

Historicky proSly konvergentnim vyvojemiittypy reduktdz katalyzujicich redukci
arsentnam na arsenitany. Jedna se o prokaryottwvesEscherichia Coli GSH/Grx (plasmid
R773 gram- bakterii)aphylococcus Trx (plasmid pl258 gram+ bakterii) Saccharomyces
katalyzujici tuto redukci u eukaryot. LiSi se&kterych detailech mechanismugmbeni. Tyto
monomerni enzymy vyuzivaji k vazlarsenovych iorit oxidatné-redukeni reakce thiolove
skupiny cysteinu a jeho regenerace pomoci glutaiedoGrx nebo thioredoxinuTrx
(Mukhopadhyay a kol., 2002).

3.2.1 Anaerobni respirace

Anaerobni respirace byla poprvé popsana u baktenene MIT-13, pojmenované
Geospirillum arsenophilus. Fi pokusu v Zivném médiu byla pozorovanadsianmezi Ubytkem

laktatu (jako zdroje organického uhliku) a mnozstAs ™ redukovaného na A5(Ahmann a
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kol., 1994). Respikmim procesem hika ziskava energii pro 8y rust. Proto Ize tyto
organismy oznét jako ,arsenotrofni (Oremland a kol., 2009).

Organismy respirujici A4 jsou oznaovany jako DARP (dissimilatory arsenate reducing
prokaryotes). Je znamo vice nez 20 drodnaerobnich heterotiof dychajicich arsen
(Oremland a kol., 2009). Respirace vyZaduje k pgoaisenu jako akceptoru elektfomisto
kysliku striktre anaerobni podminky (Frankenberger Jr., 2009). DARFanismy mohou
vyuZivat i jiné akceptory elektrén(sirany, dusinany, fumarat) s vyjimkou kmendLMS-1,
ktery striktré vyuZiva AS* jako akceptor elektrdnpii respiraci (Oremland a kol., 2009).

Potrebu anoxie pro anaerobni respiraci potvrdil Dovallel. (1996). Metabolicka redukce
As>* byla v této studii urychlenaifslavkem donoru elektrénv podolé H., laktatu nebo
glukozy. V kontrolnim vzorku byly pouzity inhibitprrespirace, které prokazatélmastavily
redukci AS* na AS*, co? potvrzuje, Ze A8 pochazel z anaerobni respirace (Dowdle a kol.,
1996). Nekteré rody (nap Shewanella) mohou obsahovat jak respim, tak detoxifik&ni
reduktazy (Oremland a kol., 2003).

Redukci @i anaerobni respiraci provadi membranovy/peripldshaa protein sloZzeny ze
dvou jednotelkarrA aarrB. Nékteré kmeny maji ifeti jednotkuarrC (Silver a Phung, 2005;
Oremland a kol., 2009; Paez-Espino a kol., 200@spr&@ni reduktazaarr (obrazek 9) se
funkene i strukturré 1iSi od detoxifik&nich Ars reduktaz (obrdzek 10) (Oremland a kol.,
2009).

Prvni arr reduktaza byla popsana u bakte@ierysiogenes arsenatis, izolované v odpadni
vodé ze zlatonosného dolu (Lloyd a Oremland, 200@tSVjednotkaarr A pati mezi DMSO
(dimethylsulfoxid) reduktazy s molybdenovym kofalm (Mukhopadhyay a kol., 2002).
MensSiarrB obsahuje [Fe-S] kofaktor s navazanym cysteinesryktoskytuje 2epro redukci
As™* (Silver a Phung, 2005).

Bakterie redukujici A¥ pri respiraci maji vyvinuté i gengirsC pro detoxifikaci aArsB pro
vylutovani A$* z cytoplazmy. To jim umatuje peZiti ve vysoké koncentraci arsenu

redukovanéhoiprespiraci (Oremland a kol., 2009).

3.2.2 Detoxifikacni redukce

Organismy redukujici A% za @&elem detoxifikace jsou oztavany jako ARM (arsenate-
resistant microorganisms) (Oremland a Stolz, 200Bgtoxifikacni redukce probih&
v aerobnich i anaerobnich podminkach (Frankenbehge2009). Reakci zaji§je skupina
proteimi Ars, coZz je dvousloZzkovy ATP-dependentni systénii. dretoxifikaci se tedy

spotebovava bu&na energie (Mukhopadhyay a kol., 2002).

23



S
cys S _‘l‘
\ \ . z gt &
. Fe —§ / ¢ Mo-pterin

S—:F{“Ijsc}rscyss Fe—)s
S- 7 it S cys

| Pav; LS 5;.""“;‘.‘.?
' Fe—S8S Sec | S¢|-Fe
g €S 4
cys S| o . Fe — S

T e < [4Fe-as]

~Scys |

Obrazek 9: Model respi¢ai arr reduktaZ)(prevzato z: Silver a Phung, 2005)

B. Respiratory C. Cytoplasmic
Arsenate Reductase Arsenate Reductase

450"  As(OH), AsO " As(OH);
Pst or Pit W

organic
substrates

Obrazek10: Lokalizace a rozdikinnosti respirani (vlevo) a cytoplazmatické reduktazy
(vpravo)(ptevzato z: Silver a Phung, 2005)
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Sowasti mechanismu, ktery redukujétimocny arsen a pumpuje trojmocny arsen ven z
bunééného prostoru, je monomerni proteiarsC (cca 135 aminokyselin) sefetni
cysteinovymi zbytky.ArsC zpracovava pouze Asve vodné fazi a neni schopen redukce
pevného nebo adsorbovaného substratu. Dale je kadowembranovy proteirArsB
asociovany s rozpustnou podjednotiagA. ProteinArsA poskytuje hydrolyzou ATP energii
pro ArsB, ale jeho gen nemusi byt v genetické vybarganismu vzdy iitomen (Oremland a
Stolz, 2005; Silver a Phung, 2005; Frankenberg@d9® V takovém fipadt je energie pro
ArsB piitomna ve formt membranového potencialu (Frankenberger, 2009).

Samotné redukciipdchazi exprese gemnsR, ktery kdduje regukmi represorovy protein,

a exprese genarsD, odpowdného za produkci sekundarniho transkmipo reguléniho
proteinu s nizsi afinitou k A8 nezarsR (Frankenberger, 2009).

Po vstupu do vnitrobuiného prostoru iies Pit neboPst je AS* navazan na cystein u N-
konce cytoplazmatické reduktazgrsC. Nasleduje redukce arsenu pomoci elektron
z glutathionu (obrazek 11). Vznikly Astvoii substrat pro ATP-dependentfisB, pomoci
kterého je naslednvyloucen z buiky (obrazek 11) (Oremland a kol., 2003; Frankenéerg
2009).

(A) E. coli Grx-GSH linked arsenate reductase (B) Staphylococcas Trx linked arsenate reductase
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Obrazek 11 Re@hl mechanismugrsC E. Coli GSH/Grx a Staphylococcu$rx (prevzato z:
Mukhopadhyay a kol., 2002)

4 Studované uzemi

Lokalita Mokrsko je sotasti dilniho reviru Psi hory, jenz byl ustanoven v letd&v8-
1980 v ramci projektu vyhledavaciho upkumu Jilovské pasmo - Au, Cu rudy.
V dalSich letech byl proveden detailntipkum vyznamnych geochemickych anomalii zlata

Mokrsko-zapad, Mokrsko-vychod &elina. V ramci geologického fkumu zde bylo
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odhaleno unikétni, dosud g2éené loZisko zlata s odhadovanym obsahem na 110 tun
vzacneho kovu (Moravek a kol., 1989).

4.1 Geologie oblasti

Lozisko Celina-Mokrsko je sothsti geologické jednotk¢gesky masiv (obrazek 12). Lezi
v oblasti Kizeni tektonické zony tahoveého charakteru V-Zmemna styku granitoid slapské
apofyzy stedaieského plutonu (320 — 360 mil. let) se svrchnopoaigickym
vulkanosedimentarnim souvrstvim (640 — 700? mit) [@ovského pasma (Janatka a
Moravek, 1990).

4.2 Dosavadni vyzkum

Z geochemického hlediska provedli detailnfizkum loZiskaCelina-Mokrsko Janatka a
Moravek (1990). Rrzkum byl zamdfen na mapovani distribuce stopovych irvk
v horninovém prosgedi (Ag, As, B, Bi, Co, Cu, Mo, Ni, Pb, Sn, W, Zryzorky byly
odebirany kombinaci &kych ryh a hlubinnych vit Byly odhaleny nové zény zlatonosného
zrudréni a také vysoké koncentrace arsenu vrozmezi 500600 mg kg ve
vulkanosedimentarnich horninach a aZz 5000 mywgranodioritu.

Arsen, steja jako ostatni prvky, rize byt znané¢ akumulovan rostlinami a zeklskymi
plodinami (Székova a kol, 2007; Soudek a kol., 2006ramci projektu VRCelina-Mokrsko
29 86 3101 bylo v srpnu 1990 odebrano 6 vizakili z poli okolo obce Mokrsko. Vysledky
analyz obsahu arsenu byly ét$iny plodin alarmujici a vyraZnpiekraiovaly normu pro
obsah arsenu v mouce 0,1 mg*kd\ejvyssi nar¥ena koncentracginila 7,21 mg kg
(Bezvodova, 1996).

Prenos &Zkych kowi (TK) z pady do rostlin byva charakterizovadegtupovym faktorem,
ktery je definovan jako poén celkového obsahu TK v susimpidy k obsahu TK v susén
rostliny (Chamberlain, 1983). Podle tohoto navogly Ima Uzemi Mokrska odebrany vzorky
pad a vzorky plodin na nich rostoucich (brambory¢men, botvky). Nasled& bylo
provedeno stanoveni obsahu arsenu a dalSich {d, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Zn) Wdhto
vzorcich. Limity pro obsah TK byly vyragZnprekroieny jen v pipac arsenu. Z tohoto
duvodu byl j&men rostouci na zdejSich polich ozea za nevhodny pro potraviiséé wely.

Ostatni plodiny Ize vyuzZivat bez hygienického r&{Bezvodova, 1996).
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Obréazek 12: Geologicka mapa zlatonosného loziskiarsko-Celina.

Na lokalitach Mokrsko, Roudny a KaSperské Hory hytavedena analyza vzdrlpady a
dulnich odpad s cilem zjistit distribuci arsenu a dalSich prvk téchto vzorcich a
identifikovat mineralogickou vazbu arsenu (Filigpkol., 2004). Tytoit oblasti jsou spojeny
s vyskytem mezotermalnich lozisek zlata a liSi aesahem dlni ¢innosti. V KaSperskych
Horach byla &Zba ukokena piblizn¢ pred 500 lety, na Roudnéniga 70 lety a Mokrsko
dosud ¥Zeno nebylo. V oblasti Mokrska byla n&fena vysokd koncentrace arsenu v
zemedslsky vyuZivané pds (vice jak 2800 mg k8. Nad podloZim z granodioritu je arsen

vazan na farmakosiderit, arseniosiderit, skoraggbethit a dalsi neidentifikované HFO. Nad
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vulkanosedimentarnim podloZim je arsen nejvice waeaHFO (zejména goethit a hematit),
s malym pispivkem vazby na farmakosiderit (Filippi a kol, 2004).

DalSi vyzkum se za#til na experimentalni stanoveni rychlosti¢iravani a uvalovani
arsenu ze zlatonosného zrédnobsahujiciho velké mnozstvi suffidByly provedeny louzici
experimenty v kolonovém usfaani a vsadkovéem ugi@oldni, ve kterém byly vzorky
prottepavany. Pokusy sledovaly faktory owiyici mnozstvi vyluhovaného arsenu. Vzorky
byly rozcleny doctyr frakci podle velikosti zrn. Nejvice vyluhovanéhsenu bylo ve frakci
64 - 1000um. MnoZstvi arsenu ve vyluzich zaviselo na zvolényodminkach, konkré¢ma
velikosti zrn, hmotnosti vzorku a tepéot Faktorem nejvice ovliwjicim zwtravani se
ukazala pitomnost uhlfitani. Ty méni pH interagujicich roztdk Hydratované oxidy Zeleza
byly nejvyznamgijSim sorbentem rozpu$tého arsenu. Rychlost oxidace suilfiolyla gimo
ameérna specifickému povrchu louzenych vzioihaljevic a kol., 2004).

Na rychlost zétravani a eroze se zafili také Drahota a kol. (2006). Zhodnocenim vstup
(nagr. zwtravani arsenopyritu, atmosfericka depozice, aoigepni vstupy v podéthnojeni)

a vystum (nag. voda odtékajici z povodi v povrchové a podzenutkyarsenu z povodi
Celina a Mokrsko byla vyti@na hmotnostni bilance. Z vyslddkyplyvéa, Ze mechanickym a
chemickym z¥trdvanim se dotuly dostane vice jak 95 %damiho @Fisunu arsenu. Rychlost
zwetrdvani arsenopyritu je limitovana rychlosti¢iravani podlozni horniny. Ztrdvani a
eroze hraji vyznamnou ulohu v geochemii arsenu.

Padni vzorky byly analyzovany Kd popisu struktury a obsahu arsenovych minerél
odebranych vzorkbyly zmsieny fyzikalré-chemické charakteristiky, jako jsou pH, chemické
sloZeni, mnoZstvi organické hmoty a obsah karlioadteleza. Vazba arsenu byla studovana
sekverini extrakci podle Wenzela a mineralogickymi metodXiRD, SEM-EDS/WDS a
Ramanovou spektroskopii. Jako produktytrdvani pyritu a arsenopyritu byly identifikovany
farmakosiderit, arseniosiderit, skorodit a jarogitorky byly rozdleny na d¥ skupiny podle
mista odbru a) rovinatd nezalesnma oblast na podlozi z granodioritu a b) svaZuiei
zalesgné plochy na vulkanosedimentarnim podlozi. V prekupire byl arsen véazan
piedevsim na farmakosiderit, arseniosiderit, skoradgoethit. Ve druhé skugirbyl arsen
vazan na goethit, hematit, farmakosiderit, HFOragi (Filippi a kol., 2007).

DalSi rozséhly vyzkum byl zatfen na vzorky fidy, vody a sedimentu z hlediska popisu
procesi vedoucich k uvdlovani arsenu do vody.ir&®métem zamu byly také faktory
ovliviujici speciaci anorganického arsenu v odliSnychoxetth podminkach. Dale byly
popisovany mineraly, na které je arsercastji vazan. Vysledky réieni speciace ukazaly na

rozpor mezi zji&nou koncentraci trojmocného éimocného arsenu ve vodach a spétiia
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modelovanim vdchto podminkéch. Vyzkum odhalil vyrazny nadbytek’Ask v redukni
z6re (podzemni voda, hyporheicka z6na goibo koryta, gdni porova voda), tak v zén
oxidani (povrchova voda). ProtoZe pdmAs®* / As>* velmi dotie koreloval s obsahem
organické hmoty, nabizi se hypotéza, Ze rovnovgmmdminky byly naruSenyinnosti
mikroorganisnd, které jsou schopné biochemické transformace ard@rahota a kol., 2009).
U zajmovych prvk byly sledovany sezoénni vykyvy koncentraci provédeadtEru vzorka
v jednontsicnich intervalech. Bhem roku dochazi ke zmam teploty, intenzity slugaiho
z&eni i biologické aktivity mikroorganisin V dasledku &chto a dalSich zém se koncentrace
As, Cu, Zn, Mo systematicky vychyluji odgonérné hodnoty Bhem roku (Drahota a kol.,
2011).

4.3 Cile diplomové prace

Pomoci inkubé&nich experimerit se vzorky regolitu a fluvialniho sedimentu z oblas
Mokrska by ndla byt potvrzena nebo vyvracena moznost vlivu nbkami ¢innosti na
mobilizaci arsenu v tranzitnich a redakch zénéach, které obsahuji velmi vysoké koncertrac

rozpuséného arsenu (Drahota a kol., 2009).

Cil prace sledujedkolik dilcich experimerit:

* mineralogicko-geochemicka charakteristika vzorkgoiigu a fluvidlniho sedimentu s

ohledem na vazbu arsenu

» sekverni extrakce regolitu a fluvialniho sedimentu

* inkubace regolitu v anaerobnich podminkach v raztalkznych zdroj organické
hmoty pro heterotrofni mikroorganismy

* inkubace regolitu a fluvialniho sedimentu v aerobra anaerobnim prdsdi se

zvolenym zdrojem organické hmoty

» kultivace bakterialnich kultur fiomnych ve vzorcich regolitu a fluvialniho

sedimentu v aerobnich a anaerobnich podminkach
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* izolace DNA nalezenych bakterii a jejich identifika izolace gein kodujicich

jednotlivé mechanismy toleranceAgrespirace, detoxifikace)

Na uzemi Mokrska nebyl dosud podobny pokus readimoV literatite vSak mechanismy
mikrobialni mobilizace arsenu v podobnych podmihkgou popsany (ndpDowdle a kol.,
1996; Jones a kol., 2000; Babechuk a kol., 2008; 609; Yamamura a kol., 2009).

5 Experimentalni ¢ast
5.1 Pouzité chemikalie
V experimentech byly pouzity tyto chemikalie:
Azid sodny, 99%, Riedel-de Haén, Sigma-Aldrich
D-laktosa monohydrat, p.a., (M = 360,32),5,0:1-H,0, PentaCR
D-glukosa monohydrat, p.a., (M = 198,17}Hz,0s-H,0, PentaCR
Dihydrogenfosforénan amonny, du&nan draselny, dihydrogenfosférean draselny,
hydrogenfosforénan diamonny, uhlitan vapenaty, hydrogenutitan sodny —€isty,
Lachema Brno
Hydrogenarsegdnan disodny heptahydrat, p.a., Fluka
Kyselina dusina, 65 %, suprapur, Merck; Kyselina dungi, 65 %, J.T. Baker
Kyselina chlorista, p.a., Merck
Kyselina fluorovodikova, p.a., PentaR
Octan amonny, ultra 99 %, Fluka, Holandsko
Peroxid vodiku, 30 %, p.a., PenzR
Siran amonny, dihydrogenfosférean amonny - p.a., Riedel-de Haén
Siran he#e¢naty monohydrat, p.a., PenéR
Sravelan diamonny monohydrét, p.a., Merck
Tryptic Soy Agar, Difco
kalibrasni roztoky As, Fe, Al, Mn, K, S, P, Ca: Astasolpd) + 0,005 g1, 99,999% prvku
v matrici 2% HNQ
Jako inertni plyn byl pouzit dusik Air-Productsstota zakladni gimyslova 99,996 %.
V provedenych experimentech byla pouzita deioninaweoda SCI-AQUA LAB ULTRA.
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5.2 Pouzité fistroje (GU AWCR)

Koncentrace analytbyly méteny metodou ICP-OES naigtroji IRIS Interpid Il XSP,
Thermo Electron Corp (software TEVA, Verze 1.6.4)@eologickém Gstavu AOR v.v.i.
(operétor A. Redlich) Podminky &feni jsou v tabulce 1. Deté&hki limity byly ziskany z
trojnasobku srrodatné odchylky 10x opakovanéhgieni.

Tabulka 1: Seznam vinovych délekéimnych prvik a jejich detekni limity (LOD =
trojnasobek skrodatné odchylky 10x opakovanéhaieni).

Prvek: Merenai (nm): LOD (ppm):
Al 396,1 0,014
As 193,7 0,018
Fe 240,4 0,024
Ca 317,9 0,232
K 317,9 0,006
Mn 259,3 0,004
P 185,9 0,173
S 185,0 0,882

V krocich sekvetni extrakce byla pouZita Lézesodni tepaci GFL 1083, Merci s.r.o. a
centrifuga Rotofix 32A, Hettich Zentrifugen.

Sterilizace roztok prokehla v tlakovém hrnci Barazzoni 12L.

Redoxni potenciél byl #teny platinovoou elektrodou SenTix ORP #ésgrojem Schott-
Gerate, Handylab 2. Kvalita elektrody bylaétena pomoci Zobellova kalibfaiho roztoku.
Presnost nireni ¥istroje byla £ 0,5 mV.

pH roztoki bylo m&ieno argentchloridovou elektrodou SenTix 5ilisfpojem WTW 3310
set 2. Kazdému #iieni redchazela kalibrace pomoci kowdch pufé WTW (pH 4,01;
7,02; 10). Pesnost n¥eni stroje byla + 0,01 jednotky pH.

5.3 Odheér a zpracovani vzotk
Pt prvnim odkru v terénu byly odebrany cca 2 kg regolitu pomatti z hloubky 85 — 115

cm. Tato hloubka odpovidala hranici podzemni vodyvrtany material byl vioZzen do
sterilnich igelitovych sé&u, které byly gimo v terénu profouknuty dusikem a v inertni
atmosfée uzaweny. Vzorek byl zpracovan do 4 hodin po &dba pouzit k prvnimu
inkubainimu experimentu.

Pti druhém odbru v terénu (o 30 dni pozj) byly odebrany dalSi 2 kg vzorku regolitu ze
stejného mista (obrazek 13) a stejnymisgiem jako P prvnim odkEru. Stejnym zisobem

byly dale odebrany cca 2 kg fluvidlniho sedimenthlaubky 60 cm (obrazek 13). Vzorky
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byly opét v inertnich podminkachievezeny do laborate acast kazdého vzorku byla do 4
hodin po odbru zpracovana pro druhy inkutrd experiment. Zbytek vzorku byl usuSen a
skladovan v inertni atmos® za laboratorni teploty a postépapracovavan k dalSim

analyzam.

5.4 Metodika experimerit

5.4.1 Celkové obsahy

Celkové obsahy prik(SiO;, Al,O3, Na&O, KO, CaO, MgO, FOs, FeOs3;, MnO, AsOs;) ve
vzorcich regolitu a fluvidlniho sedimentu byly stsany duplikovas metodou XRF s
vinové-disperznim spektrometrem ARL 9400 XP (softwareXfifr). Analyzované praskove
vzorky byly vylisovany do tablet o tloti&e 5 mm a pmméru 40 mm. Ziskané hodnoty byly
zpracovany a vyhodnoceny programem Uniquant 4.dstar provedla LaboratoRTG

difraktometrie, VSCHT Praha (operator S. Randakova)

olitu, S — misto odbu sedimentu

- =—

Obrazek 13: obec Mokrsko; R — misto &dbreg
Celkové obsahy uhliku (TC) a siry (TS) v odebranyaorcich regolitu a fluvialniho

sedimentu byly stanoveny triplikov&pomoci simultdnniho analyzatoru C/S ELTRA CS 530
spalovanim vzorkuip 1350 °C v proudu kysliku v odporové peci s nasteddetekci C@a
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SO, v infratervenych celach. Navazka vzor&mila 100 — 500 mg. Konfigurace analyzéator
umoziuje také stanoveni celkového anorganického uhliKC)( Z rozdilu stanoveni TC a
TIC lze nepimo stanovit celkovy obsah organického uhliku (TOG)anoveni provedla
Laboratd elementarni C/S analyzy (LEA), Labor&ogeologickych astavPiF UK, Praha

(operétor O. Sebek).

5.4.2 Mineralogicka charakteristika

Mineralogick& charakteristika vzarkbyla zamdiena na zji%ni zdroje a vazby arsenu v
regolitu a sedimentu. Z usuSeného vzorku regolitsedimentu v inertni atmosé byla
prositovanim vytviena frakce o velikosti zrn 0,1 — 0,5 mm. Tato feakiyla opakovah
umyta v lihu a naslednpodrobena separaci ¥zkych kapalinach zacélem nabohaceni
vzorku mineraly obsahujicimi arsen (sulfidy, oxidyseninany). ®Zkou kapalinu tvil
roztok bromoformu a 1,4-dioxanu s hustotou 2,8ing.cSeparaci byla odtena lehka frakce
(p < 2,81 g crif) od &zké frakce § > 2,81 g cri¥). Sitovani i separace ¥zkych kapalinach
probihala za normalnich atmosférickych podminek, \aorky byly ihned po kazdé vyse
zminované procedie dikladné promyty inertnim plynem a také ¥m uskladgny.

Tézké frakce obou vzotk byly rozdtleny na d¥ c¢asti. Prvni¢ast vzork byla nejprve
podrobena detailnimu mikroskopickému studiu, v riakterého byla vyseparovanaktera
zrna pro fazovou analyzu pomoci praskoveé rentgemtivékce (RTG). Tato analyza byla
provedena i na sésném vzorkudzke i lehké frakce regolitu a sedimentu.

Rentgenova difrakce byla provedena v Labdiappaskové rentgenové difrakce Ustavu
geochemie, mineralogie a nerostnych zarBfF UK na fistroji PANalytical X PertPro
(PW3040/60) s detektorem X Celerator (opetiate. Drahota, A. Redlich). Podminky
analyzy: zéeni Cuka, 40 kV, 30 mA, krok 0.02°/200s v uhlovém rozsahu(B8-2 Theta.
Kvalitativni analyza byla provedena pomoci prograXiert HighScore 1.0d s databazi
JCPDS PDF-2 (ICDD 2002).

Z druhécasti €Zké frakce vzori byly zhotoveny legné nabrusy, které byly studovany
pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu (TESGASga) se systémem EDS (detektor
X-Max 50, Oxford Instruments) pro kvantitativni nmdanalyzu. Studium preéhlo
v Laboratdi skenovaci elektronové mikroskopie Ustavu petrigaa strukturni geologieiP
UK (operatdi P. Drahota, A. Redlich a M. Racek).

Ze vzorku sedimentu, ktery proSel anaerobni inkubaglukosou, byla z frakce 0,1 — 0,5

mm pod mikroskopem vyseparovana zrna, ktera by sefiarakterem mohla odpovidat
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realgaru (Zluté poprasky na mineralnich zrnechipkdrse glepila na oboustrannou pasku,
pokovila uhlikem a pomoci rastrovaciho mikroskopeg® 3 XM (Tescan) s detektorem
XFlash 5010 (Bruker) byly gizeny detailni fotografie povrchu mineralnich zrrealgarem.
Studium probhlo na Geologickém ustavu ASR, v.v.i. (operatsi V. Bohmova a P.
Drahota).

5.4.3 Zdroj organické hmoty

Padni organotrofni organismy gebuji pro svj Zivot zdroj organické hmoty (viz kapitola
3.2.1). Dodanim vhodného zdroje organické hmotyragic urychlit metabolismus, resp.
transformaci metabolizovanych pifukPro tyto @ely byly v prvnim inkubénim experimentu
porovnavany 3 organické skeniny: glukosa, laktosa, octan amonny (acetatjvadéekovém
uspdadani jsme sledovali vlithto organickych slaienin na mikrobialni mobilizaci arsenu
a dalSich prvi z regolitu.

Do vylouzenych sterilnich litrovych lahvi byla vierda navazka 50 g homogenniho vzorku
vihkého regolitu. Poté bylfmwlan 1 litr 5% roztoku zdroje organického uhlikuozZ®oky
glukosy, laktosy a octanu amonného bylsippveny rozpughim 200 g slodeniny v
deionizované vo#l Pred nalitim k navazce byly roztoky sterilizovanylakovém hrnci po
dobu 20 minut $ 120 °C.

Vznikly dvé sady duplikovanych vzotk(celkem 12, viz tabulka 2)figemz do jedné sady
nadob bylo fidano 0,65 g azidu sodného k usmrceni mikroorgahigadloff a kol., 2008).
Lahve byly opatny zatkou se septem a vloZeny do anaerobnihoi@ddss dusikovou

atmosférou.

Tabulka 2: Schéma vsadkoveho inkétidio experimentu siznymi zdroji organické hmoty

Cislo nadoby: Obsah nadoby:
1;2 50 g regolitu, 1 1 5% roztoku glukosy -
3; 4 50 g regolitu, 1 1 5% roztoku laktosy =~ -----
5,6 50 g regolitu, 1 1 5% roztoku acetatu -
7;8 50 g regolitu, 1 1 5% roztoku glukosy 0,65 gNy
9;10 50 g regolitu, 1 | 5% roztoku laktosy 0,6BlaN;
11; 12 50 g regolitu, 1 1 5% roztoku acetatu 0,0%ai)\;

Experiment trval 25 dni. &iem této doby bylo u kazdé nadoby provedeno 14&rddb

Injekci s celokovovou jehlou (sterilizovanoti @30 °C) bylo pes septum odebirdano a do
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zkumavky pomoci jednorazovyclrigackovych filtra (0,45um) peefiltrovano 10 ml roztoku

a stabilizovano 10Ql 2M HNO; (suprapur, Merck).

5.4.4 Inkubace regolitu a sedimentu
Na zéklad vysledki predchoziho experimentu byla provedena 29denni irdaubagolitu a

fluvialniho sedimentu pro zji&i mikrobidlniho vlivu na mobilizaci arsenu zéznych
experimentalnich podminek.

Do vylouzenych litrovych nadob byla vioZzena navaskag homogenniho vihkého vzorku
regolitu nebo sedimentu. Navazka byla zalita 1rtetlycké podzemni vody (pH 7,1) pro
simulaci realnych podminek (tabulka 3) na lokaljDrahota a kol. 2009).Bd nalitim
k navazce byly roztoky sterilizovany v tlakovém ¢irB0 minut gi 120°C.

Takto vznikla nova sada triplikovanych vzotiez azidu a duplikovanych vzdrk azidem
(celkem 26 nadob, tabulka 4). Jako zdroj organiokéty byla pouzita slaienina, ktera se v

piedchozim experimentu ukazala jako nejefek{i$n

Tabulka 3: SlozZeni syntetické vody (podlémérného sloZzeni podzemni vody v Drahota a
kol. 2009).

Slowenina: Koncentrace (g):
KNO3 0,016
CaCQ 0,24
MgSOy 0,11

KH,PO, 7,2.10
NaHCO pufrace do pH 7,1

Injekci s celokovovou jehlou (sterilizovanoti #30°C) bylo ges septum odebirano a do
jednorazové zkumavky refiltrovano (0,45 um stikackovy filtr) 12 ml roztoku a
stabilizovano 100ul 2M HNOj3 (suprapur, Merck). U oddba byly na fistroji ICP-OES
stanoveny koncentrace Al, As, Ca, Fe, K, Mn, PJIfaed po odbru byla v cca 3 ml
odctleného roztoku grena hodnota pH a redoxniho potenciélu. Kalibraceagténtrola Eh
byly provadny pred kazdym odérem (celkem 8) éhem inkuba&niho experimentu.

35



Tabulka 4: Schéma vsadkového inkétido experimentu louzeni regolitu a fluvialniho
sedimentu.

Cislo nadoby: Obsah nadoby: Prest:
1;2;3 50 g regolitu aerobni
4;5;6 50 g sedimentu aerobni

7,8 50 g regolitu, 0,65g NaN aerobni

9; 10 50 g sedimentu, 0,659 NaN aerobni
11;12;13 50 g regolitu, 0,05M glukosy anaerobni
14; 15; 16 50 g sedimentu, 0,05M glukosy anaerobni
17; 18; 19 50 g regolitu anaerobni
20; 21; 22 50 g sedimentu anaerobni

23; 24 50 g regolitu, 0,65 g NgND,05 M glukosy anaerobni

25; 26 50 g sedimentu, 0,65 g NaR,05 M glukosy anaerobni

5.4.5 Sekverni extrakni analyza

Metoda sekveini extrakce byla pouzita na vzorcich regolitu airsedtu Fed inkubg&nim
experimentem a na vybranych vzorcich po inkalba experimentu z iodu zjiséni a
srovnani vazby arsenu &hto materialech mezémito experimenty. Pro sekvém extrakci
(SE) bylo vybrano a upraveno exttak schéma Wenzel a kol. (2001), Dold (2003) a
Caraballo a kol. (2009). Extrakci byly podrobentothhiomogenizované a v inertni atmdsfé
ususSené vzorky ve frakci < 2 mm:

* regolit a fluvialni sediment

e smesny vzorek regolitu po anaerobni inkubaci s glukogoadoby 11, 12, 13) a
smesny vzorek sedimentu po anaerobni inkubaci s glukg@sadoby 14, 15, 16)

e smesny vzorek regolitu po aerobni inkubaci (nadoby2]1,3) a smsny vzorek
sedimentu po aerobni inkubaci (nadoby 4, 5, 6) Kaizitola 5.4.6).

SE byla provedena pro kazdy typ vzorku tripliko¥amh g vzorku byl navazen do 50 ml
centrifug&ni zkumavky Falcon, ve které cela extrakce phidn K navazce bylidan objem
extrakeniho ¢inidla (tabulka 5). Po kazdém kroku byl roztok ¢gnggovan 10 minut i 2500
rpm a objem kapalné faze bykegfiltrovan do zkumavky (gikackovy filtr 0,45 pum) a
stabilizovan 10Ql 2M HNOs. Extrakce probihala v prvnich 4 krocich v ineatrhofée.
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Tabulka 5: Schéma pouzité sekeenextrakce.

Krok SE: Popis frakce: Cinidlo/podminky:
1. velmi slalg vazana 0,05M siran amonny, 1:25, 4 héshat
2. specificky vazana 0,05M dihydrogenfosféman amonny,
1:25, 16 hod.iepat
3. vazba na aktivni Fe a Mn  0,2M oxalat amonny pH = 3, 1:40, 2 hod.
hydratované oxidy trepat, ve tm
4, vazba na krystalické Fe a 0,2M oxalat amonny pH = 3, 1:40,1 hod.
Mn hydratované oxidy trepat, ve vodni lazni (80° C)
5. rezidualni sis 5 ml konc. HN@+ 2,5 ml HO», 4 hod.
tiepat, ve vodni lazni (80° C)

5.4.6 Kultivace bakterii

Ke zjis€ni, které druhy bakterii tolerujici arsen jsotitgmné ve vzorcich regolitu a
sedimentu, byla provedena kultivace v anaerobniagrabnim progedi na Zivném médiu
(agar) s obsahem A's

Zivné médium bylo fipraveno rozpughim 40 g pevného TSA agaru v 1 | deionizované
vody. Do suspenze byldigano mnoZstvi AsHN®,, aby vysledna koncentrace Adyla 5
mmol I''. Smés byla sterilizovana v tlakovém hrnci po dobu 2Gumigi 120°C. Po mirném
zchladnuti byla s&s rozlita po 20 ml na sterilni jednordzové Petritieky.

Déle byla gipravena suspenze regolitu a suspenze sedimeniM/QH;H.PO, v pormeru
1:3 (w:v) (Lee a kol., 2009). Naipravené agarové plotny bylo sterilni pipetou nanes20
ul suspenze a rozeino bakteriologickou hokejkou (obrazek 14). Poté Betrino misky
zabaleny do hlinikové félie a ponechany dle ipoy v aerobnich nebo anaerobich
podminkach inertniho boxufiplaboratorni teplat Po 2 dnech se na povrchu agarovych
ploten vytvdily makroskopické kolonie (obrazek 15). Po osva odliSnych oblasti byly
mikroorganismy pomoci bakteriologické didy (obrazek 14) podle schématu (obrazek 16)
pieatkovany na nov&isté agary (obrazek 14). Po dalSich 2 dnech byki ppovedeno
preatkovani vytvdaenych kultur (celkem 3x). Takto se jednotlivé kwtuiferencovaly ze
smésné kolonie a bylo mozno rozlisit jednotlivé drulty,na jedné misce rostl jeden druh
bakterie. Po ukateni kultivace byly vzorky odeslany na sekvenacitea&lni DNA a pomoci
metody PCR doslo k identifikaci bakterii.
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Obrazek 14: Pracovni pditky pouzité pi kultivaci bakeril’. 1) bakteriologicka kika 2)
Cistd agarova plotna 3) bakteriologicka hokejkall)cejova rouska (k zamezeni
kontaminace) 5) kahan k dezinfekcidkly a hokejky Bhem geatkovani

Ol:l_)rézek 15: Sis bakterialnich kultur vy§stovanych na agarové plétobsahujici 5 mM
As>,
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Obrazek 16: Schémackovani na Petriho misce (Sipky ukazuji ve ésun sniZujici se
koncentrace bakterii)

5.4.7 Identifikace bakterii

Z narostlych monokolonii studovanych bakterii bpl@ PCR odebrano cca 1 pl pomoci
sterilni klicky a rozmichano ve v@édNasleds byl piipraven PCR premix bez vody &géan k
reakcim, které byly ihned vloZzeny cykleru. Podlahdr bakterii vznikl produkt dlouhy 860 —
900 bp.

Produkty PCR byly analyzovany pomoci horizontatjdrasoveé elektroforézy. Tato metoda
je zaloZzena na faktu, Ze molekula DNA je zagonabity polyanion, ktery se v présdi
stejnosmirného proudu pohybuje ke kladnému néboji. Tato tnizs DNA je vyuzZita
k rozcElovani jejich Uusek podle velikosti (délky/hmotnosti) pomoci agarodov@elu, ktery
tvori prostorovou polymernisitakze kratSi Useky se vzdali octatku nejdal a naopak.

Extrakce DNA z gelu byla provedena pomoci Zymoclézel DNA Recovery KitTM
(Zymo Research) podle pokynyrobce.

Sekvenace byla provedena pracovniky Sekdmindaboratde RF UK na kapilarnim
sekvenatoru Avant 3130 Genetic Analyzer. Od kazddémwohu byla poté vybrana
reprezentativni sekvence rDNA a k ni byly nalezeejblizSi znamé sekvence veiemé
mezinarodni databazi GenBank (NCBI) pomoci intewetaplikace BLAST. Pokud se
poddilo najit sekvence nalezejici znamému druhu baktédieré vykazovaly vice nez 98%

shodu se zkoumanou sekvenci, byla bakterie povazova utenou. Pokud byly takto
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shodné sekvence vicéilpuznych drub a variabilita nedovolovala rozhodnout, ke kterému
nich zkoumana sekvence fabylo ugeni uzaveno jako nejednoziné. ldentifikaci proved!
Mgr. Lukas Falteisek, Katedra biimé biologie BFF UK.

5.5 Vysledky experimerita analyz
5.5.1 Celkové obsahy

Mriviw s

Hodnoty stanovené metodou XRF udavaji procentusioupeni prvku ve vzorku ve fa¥fm

oxidu. Vysledkem je gimér a snérodatna odchylka ze dvou vzark

Tabulka 6: Celkové obsahy piivik regolitu (R) a sedimentu (S) na zakladéieni XRF. SD
piedstavuje sirodatnou odchylku z nteni dvou vzork.

Prvek: R (hm. %) SD (hm. %) S (hm. %) SD (hm. %
As,0O3 0,12 0,01 0,23 0,03
Fe,0s 4,58 0,56 3,86 0,57
MnO 0,09 0,01 0,11 0,01
Al,O;3 19,88 0,66 19,00 0,75
Na,O 2,34 0,21 3,15 0,06
K,0 2,65 0,13 2,91 0,21
MgO 1,67 0,18 1,86 0,31
CaO 2,43 0,08 2,65 0,03
Sio, 65,44 1,39 65,32 1,98
P,0s 0,083 0,01 0,09 0,01
S 51,07-1¢ 1,28-1¢" 0,14 0,001

V piipact arsenu je jeho mnoZstvi dale v textu vyg jako koncentrace samotného As v
jednotkach mg kg Odebrany regolit obsahuje tpnérné 905 mg kg arsenu. Sediment
obsahuje pmérng 1749 mg kg arsenu.

Hodnota TS z analyzatoru C/S ELTRA byla stanovem&h07-138 + 1,28-1¢ hm. % ve
vzorku regolitu a 0,14 = 0,001 hm. % ve vzorku seshtu. Z analyzy siry pomoci XRF
vyplyva, Ze v regolitu fevlada jeji siranova forma, zatimco v sedimentisis® vyskytuje
hlavré v sulfidické, gipadré elementarni form

Hodnota TC z analyzatoru C/S ELTRA byla stanovea®139 + 0,004 hm. % ve vzorku
regolitu a 1,41 + 0,035 hm. % ve vzorku sedimehioddnoty TIC byly v obou fipadech pod
detekénim limitem fistroje 50 mg kg. Z této skuténosti vyplyva, Ze nastena hodnota TC

odpovida obsahu organického uhliku (TOC) ve vzbicic
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5.5.2 Mineralogicka charakteristika

Lehké frakce regolitu a sedimentu shédrsahuji albit NaAISOg, kiemen SiQ, ortoklas
KAISisOs a muskovit KAR(SI,A)O:0(0OH,F). Tezka frakce regolitu obsahuje amfibol
(Ca,Na)}(Mg,Fe,Alx(Si,Al)gO.2(OH,F),, ortoklas, kemen, albit, goethit FeO(OH) a biotit
K(Fe,Mg)AISizO.0(OH,F),. Vysledek rentgenové difrakce vyseparovanych &ziké frakce
regolitu znazatuje obrazek 17. Vzorek obsahujéeepazié kiemen, amfibol, biotit, chlorit
(Mgs_xAl ) (Sis—Al ) O10(0OH,0%, vermikulit (Mg,Fe,Alx(Al,Si)4010(OH)-4(H:0), goethit a
jednoho zastupce mineralu arsenu, Ba-farmakosilafi(AsO,)3(OH)s-5H,0.

:@ 3600
C
§ Biot KF
L | io
P 2500
N
C
Qo
£ 1600 A .
Biot
900 -
400 T
Ver ()
i (@]
Mot 3
100 H
O T I T I T I T I T I T I T I T I T [ T I T
10 20 30 40 50 60

2Theta °
Obrdzek 17: Mineralogické sloZeni vyseparovanych &¥Zké frakce regolitu. Ver —

vermikulit, Biot — biotit, Amf — amfibol, Ba-phar Ba farmakosiderit, K— kkemen, Chlor —
chlorit, Goe — goethit

Analyza tzké frakce regolitu na elektronovem mikroskopu sSHitvrdila pitomnost Ba-
farmakosideritu a nav zjistila menSi mnozstvi arseniosideritu ;E&(AsO,)30,-3H0
(obrazek 18). Hlavnim nositelem arsenu v regolgouj vSak hydratované oxidy Zeleza
(obrazek 19, 20), které vzdy obsahovalyitér mnozstvi arsenu (obrazek 21), dosahujici
obvykle rekolika jednotek hm. %. Z obrai#kl9 — 23 je #ejmé, Ze Fe-oxid je obaleny
jilovymi mineraly (distribuce Al na obrazku 23),eké neobsahuji arsen. Naopak mapa Fe-

oxidu se pekryva svysSimi koncentracemi arsenu. Je tetBjm#, Ze arsen se ve
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vzorku regolitu vaze zejména na Fe-oxidy, které@ bsahuji relativh nizSi koncentrace
arsenu (jednotky hm. %), ale jsou ve vzorku velmjnBg, acast&éné téZ na hydratované

sekundarni arsetnany trojmocnéeho Zeleza, Ba-farmakosiderit a aosterit.

SEM HV: 15.00 KV WD: 32.00 mm Loiiuloiil] VEGAW\ TESCAN SEM HV: 15.00 KV WD: 32.00 mm Lot v i b1 10 VEGAW TESCAN
’

View field: 143.3 um  Det; BSE 20 um 7 View field: 423.7 ym  Det; BSE 100 um
SEM MAG: 2.02 kx Date(m/d/y): 06/27/11 Performance in nanospace SEM MAG: 682 x Date(m/d/y): 06/27/11 Performance in nanospacen

Obrazek 18: Ba-farmakosiderit s utawym Obrazek 19: Fe-oxidy &ié) v regolitu
arseniosideritem (tmavsi domény) v regolitu

SEM HV: 15.00kV  WD: 32.00 mm Lo tioil] VEGAW TESCAN
View field: 289.0 ym  Det: BSE 50 pm 7
SEM MAG: 1.00 kx  Date(m/d/y): 07/07/11

Obrazek 20: Fotografie Fe-oxidu v BSE Obrazek Agtrbucni apa As u Fe-oxidu

Performance in hanospace u
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Obrazek 22: Distribtni mapa Zeleza Obrazek 23: Distﬁb‘ﬂfnapa I u Fe-oxidu
u Fe-oxidu

Na zaklad RTG bylo zjiStno, ze ¢zka frakce sedimentu obsahuje jen amfibol a bivft.
vyseparovaném vzorkgzkeé frakce sedimentu byl nalezen amfibol a reafg8 jako jediny

zastupce mineralarsenu (obrazek 24).

3s00 { Amf

2500 A

Amf
1600 A

Intenzita (counts)

0 Amfﬁ Amf

Real
R

400

Real
Real

Amf

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60
_ _ _ 2Theta °
Obrazek 24: Mineralogické sloZeni vyseparovanych favialniho sedimentu. Amf —
amfibol, Real — realgar.

Real
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Studium €zké frakce sedimentu v elektronovém mikroskopu $Eidtvrdilo¢asty vyskyt
realgaru, ale objevilo také mensi mnoZstvi HFO dopaym obsahem arsenu jako v regolitu
(jednotky hm. %) a ojedéte i zrno arseniosideritu. Realgar obvykleiivdrobna zrnka nebo
krystaly na povrchu mineralnich zrn a jejich agtég@brazek 25 — 28), jak Ize Wdna

shodné distribuci arsenu a siry na povrchu minéralagregatu na obrazcich 27 — 28.

p .\\F.
’
0 2 A%
SEM HV: 15.00kV  WD: 31.21 mm VEGAW TESCAN
-

View field: 272.3 ym  Det: BSE 50 ym
SEM MAG: 1.06 kx Date(m/dfy): 06/27/11 Performance in hanospace n

Obrazek 25: Fotografie mineralniho " Obréazek 26:tribiscni mapa Fe v mineralnim
agregétu s realgarem v BSE agregatu s realgarem

Obrazek 27: Distribtni mapa As v Obrazek 28: Distrimi mapa S v mineralnim
mineralnim agregatu s realgarem agregatu s resigar

Ke zjis&€ni morfologie realgaru bylo pouZito snimkovani élekového mikroskopu

v sekundarnich elektronech (SE). Bylo Zj&i, Ze vytvéi povlaky na zrnech amfibolu
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(obrazek 29), biotitu, fppadré organického materialu (kouskyieda). Obvykle je
jemnokrystalicky s nedokonalymi krystaly, ovSemimgcné vytvai az 10um idiomorfni

krystaly (obrazek 30).

SEM HV: 20 kV WD: 16.59 mm | | VEGA3 TESCAN]| SEM HV: 20 kV WD: 16.65 mm VEGA3 TESCAN

View field: 275 pm Det: SE View field: 33.3 pm Det: SE 10 ym
1 Date(m/dly): 07/01/11 GLUAVCR 9 Date(m/dly): 07/01/11 GLUAVCR

Obrazek 29: Amfibol vpravo obaleny br@zek 30: Habitus krystarealgaru
realgarem

5.5.3 Zdroj organické hmoty

V prvnim inkub&nim experimentu byl sledovan vliv glukosy, laktogy acetatu na

mikrobialni mobilizaci prvk z regolitu v anaerobnich podminkéch.

Uvol novani arsenu v odliSnych zdrojich organické hmoty

—e— Glukosa

—a— Glukosa + azid
Laktosa
Laktosa + azid

—x— Acetét

—e— Acetét + azid

den den den den den den den den den den den den den den
0 1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25

Obrazek 31: Rib¢h louzeni arsenu v jednotlivych zdrojich organidk@oty. Koncentrace
arsenu v grafu ukazuje na koncentraci rozméto arsenu v nadéb
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U odkera byly na fFistroji ICP-OES zréfeny koncentrace As, Fe, Al, a Mn. Na obrazku 31
a 32 je znazowm pribéh vyvoje koncentrace arsenu, jakozto hlavniho zégho prvku, a
Zeleza, jehoz uvabvani obvykle Gzce souvisi s vazbou arsenu (vizt&ia3).

Ptfi porovnani zdraj organické hmoty klesa mnozstvi arsenu i Zelezaztoku (vzhledem
k poslednimu odbu) v paadi: glukosa > laktosa > acetat. Stejnéapd je zachovano i v
piipadt louzeni hliniku a manganu. Jejich koncentraceztolau byla na konci experimentu
velmi nizka (max. 1 ppm Al, max. 5 ppm Mn). Tytovky se pravédpodobrE uvolnily
prostednictvim mobilizace hydratovanych okideleza a manganu, které mohou obsahovat

nizké koncentrace hliniku ve své struktu

Uvol novani Zeleza v odliSnych zdrojich organické hmoty

—e— Glukosa

—=— Glukosa + azd
Laktosa
Laktosa + azd

—x— Acetat

—e— Acetat + azid

den den den den den den den den den den den den den den
0 1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25

Obrazek 32: Ribéh louzeni Zeleza v jednotlivych zdrojich organidk@oty. Koncentrace
Zeleza v grafu ukazuje na koncentraci rozgnéto zeleza v nadéb

OdliSnosti mezi jednotlivymi organickymi sldeninami dokumentuje fotografie zimhu
experimentu (obrdzek 33). U jednotlivych nadob jezrmo vidt riznou intenzitu zakalu
(nejmérk acetat — 2 nadoby zleva) a takeny stupé redukce (Sednuti) zdrojového regolitu
(nejvice glukosa — 2 nadoby zprava). Rozdil meailobami s Zivymi a usmrcenymi
mikroorganismy je patrny z obrazku 34. U nddobideam neni pitomen zakal ani nedochazi
k Sednuti vloZeného regolitu. Jeho redukce nerdhliepacinnosti mikroorganisiin

Z hlediska mnoZzstvi prvku (jeho koncentrace v odeém roztoku) uvokného v pitbéhu
experimentu je jako zdroj organické hmoty pro mdganismy nejéinngjSi glukosa
(vylouzeno 29,5 % z celkového arsenu v navazcelitegmasledovana laktosou (vylouzeno
22 % z celkového arsenu v navazce regolitu). AcetéithoZz koncentrace vylouzeného As a
Fe nepesahuje 1 ppm, neni v tomtasovém rozmezi dostédté icinnym zdrojem elektroin
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Obrazek 33: Srovnani zdfoprganické hmoty v nadobach s Zivymi mikroorganisalgva:
acetat, laktosa, glukosa)

:

gy

Obrazek 34: Rozdil mezi nadobami s Zivymi mikrooigey (vlevo) a nadobami
s mikroorganismy usmrcenymi azidem (vpravdjkiad s glukosou
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Minimalni koncetrace vylouzeného arsenu u nadobziseemn mohou byt zZisobeny
nagiklad prostym vylouzenim nejslgb vazaného arsenu nebo nedostafen usmrcenim
mikroorganisnd.

Po zvazeni vySe uvedenych zjist a literatury zabyvajici se podobnou tematikoarkPa
kol., 2006; Lee a kol., 2009; Freikowski a kol. 12D byla jako zdroj organického materialu
pro dalSi inkubéni experiment zvolena glukosa.

5.5.4 Inkubace regolitu a sedimentu

Po potvrzeni vlivu mikroorganisitma mobilizaci arsenu v regolitu a vélbdroje organické
hmoty pro jejich metabolismus byla provedena inkébaegolitu a sedimentu s pouzitim
piedchozich zji%ni. Doba experimentu a navazky byla zvolena podgbko u prvniho
inkubainiho experimentu, nicménve snaze ffiblizit se redlnym podminkdm byla snizena
koncentrace zdroje organického materialu na 0,Gfuldosy.

Pribéh pH z tohoto inkub@niho experimentu je zobrazen na obrazku 35. Vyziygookles
pH u nadob regolitu a sedimentu s glukosou v arfeéno prostedi je s nejutsSi
pravdpodobnosti zfisoben rozkladem glukosy (rovnice 1) pomoci mikraoigmi
(Freikowsky a kol., 2010).

Vyvoj pH
—<o—— aerobni-R
9.00
- -8 - - aerobni-S
8.00 x  aerobni-RA
T X  aerobni-SA
7.00
- —o—— anaerobni-RG
o \
6.00 - \ - - A--anaerobni-SG
—o——anaerobni-R
5.00 A
i - -8 - - anaerobni-S
5
4.00 | | | | | ‘ % anaerobni-RGA
0 5 10 15 20 25 30 4 anaerobni-SGA
¢as (dny)

Obrazek 35: Vyvoj pH v jednotlivych nadobach drubétkuba&niho experimentu (R regolit,
S — sediment, G — glukosa, A — azid).&oaatna odchylka pochazi zreni 3 vzork.
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Rovnice l(pievzato z: Freikowsky a kol., 2010)
0,11 GH1,06 + 0,043 As@” — 0,2 CHCOOH + 0,2 CQ@+ 0,043 As@* + 0,34 H

V nadobéach vznika velké mnozstvi proioH™ a Mfizné mnozstvi plyin (pravdspodobré
CO, a H). Po ukoreni experimentu bylo natieno NMR spektrum roztoku z nadoby14,
ktera fedstavuje roztok po inkubaci sedimentu v anaerobpiostedi s gidanim glukosy
(tabulka 4). NMR spektroskopie potvrdil@itomnost zbytku nemetabolizované glukosy, ve
spektru byl dale identifikovan signal GHskupiny kyseliny octové (obrazek 36), kterédza
vznikat dle rovnice 1. Nfeni provedl Prof. Jan Schraml, DrSc.,Centralni LGHRI
Laboratd, Ustav chemickych procésAVCR. Je tedy velmi prawgodobné, Ze krot
protori H" se na okyseleni roztoku podili mikrobi&ltizena produkce kyseliny octové z
glukosy podle rovnice 1, ktera také prapddobré limituje spodni hranici pH tkvek
hodnotou své pk4,75.

Nepatrny pokles pH u nadob regolitu a sedimentulikogou a pidavkem azidu
v anaerobnim prostdi mize byt zapicinén nedokonalym usmrcenim mikroorganisna

tudiz uvohovanim protoi a tvorbou kyseliny octové z glukosy.

-140
| 120

-100

80

-60

Vs I WU

-0

20

50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05
(ppm)

Obrazek 36: 1H NMR spektrum roztoku z nadabyl4 s vyzn&enim polohy vodiku na
methylové skupi#é kyseliny octové (Gottlieb a kol., 1997).

Pribéh Eh z druhého inkuldaiho experimentu je zobrazen na obrazku 37. Pakidse je

dokumentovan vznik reddkiho prostedi v nadobach. Nejtsi pokles redoxniho potencialu
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byl zaznamenan podobnjako u pH v nadobach regolitu a sedimentu s glakos
anaerobnim progdi. Zde dochazi vlivem mikrobidlnéinnosti k urychlené redukci
vlozeného materialu. Ke snizeni Eh dochazi i v badb RGA v anaerobnim présdi,
ziejme rovrez z divodu nedostatmého usmrceni mikroorganisna jejich adaptaci na nové
prostedi. Pro prvni moznyiod hraje fakt, Ze lahve, ve kterych inktba experiment
probihal, nebyly po celou dobu promichavany (homageany s roztokem), a je proto
pravdEpodobné, Ze v sedimentu mohly vzniknout drobnéanklkde fisobeni azidu nebylo
auspsné. MenSi zrny v ostatnich nadobach jsou pétrapisobeny ustanovovanim noveé

rovnovahy mezi jednotlivymi redoxnimi pary vipghu experimentu.

Vyvoj redoxniho potencialu — o aerobni-R

- -8~ - aerobni-S

500 +

x  aerobni-RA

400 §

E x  aerobni-SA
300 A

——o—— anaerobni-RG

200 ~

---A--- anaerobni-SG

Eh (mV)

100 -

—<—— anaerobni-R

( 30 g - i
-100 - 8- - anaerobni-S

-200 - I cas (dny) % anearobni-RGA

% anaerobni-SGA

Obrazek 37: Vyvoj Eh v jednotlivych nddobéch 2.ub&niho experimentu (R — regolit,
S — sediment, G — glukosa, A — azid)

Na obrazcich 38 - 41 vidime gmh uvokhovani arsenu, Zeleza, manganu a
siry v jednotlivych nadobéach. Nejvice arsenu seowilo v nadob regolitu s glukosou
v anaerobnim prostdi. Arsen se zde uvalval kontinualg od 1. dne experimentu a diky
piidavku glukosy byl mobilizovan pomoci mikroorganisrmeba’ v identickém vzorku
s azidem k uvalovani arsenu nedochazelo (obrazek 38). Koncenkaoeroztoku na konci
experiment&inila 15,84 ppm. V ostatnich nadobach se vylou¥iltazre mensi nebo zcela
minimalni mnozstvi arsenu. Koncentrace 4 ppm v bh&dse sedimentem v aerobnim
prostedi Zejmeé pati arsenu, ktery byl vazan na sulfidickou siru, gezv aerobnim pragdi

zoxidovala.
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_ —— aerobni-R
Vyvoj koncentrace arsenu
--8-- aerobni-S
20.00 ~ b
x  aerobni-
18.00 T RA
16.00 - X aerobni-
z 14.00 - SA -
——o— anaerobni
g_/. 12.00 - RG
g 10.00 - --a-- anaerobni
8.00 - SG ]
6.00 - —— ;naerobnl-
4.00 ~ { I % --8-- anaerobni
2.00 - i - E;/iii/é/’/” S oni
- 74:‘ g ,‘/,’//i‘\. X anaerobni
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Obrazek 38: Rib¢h
experimentu

louzeni arsenu v jednotlivych nadobach druhéhkubainiho

To Ize gedpokladat na zaklgdvysledki vazby As v sedimentu (kapitola 5.5.2) a stejn
natasovaného uvolmi siry (obrazek 41). V nadébsedimentu s glukosou v anaerobnim
prostedi se vylouzilo 3 ppm arsenu. Malé mnozstvi arssmuwvolnilo také ze sedimentu
v anaerobnim proidi bez fidani glukosy.
V disledku sniZzovani Eh je redukovano zejména velkézstmoFE" na Fé*, jak je patrné
z obrazku 33. Zelezo se kontinuélovoliuje po celou dobu experimentu v anaerobnim
prostedi sedimentu s glukosou. Z regolitu se ve stejpéwstedi uvohuje Zelezo az od 9.
dne a jeho koncentrace v roztoku je na konci erpamtu dvojnidsobna (132 ppm) oproti
sedimentu s glukosou v anaerobnim extit V ostatnich nadobach se Zelezo nemobilizuje.
K uvolnéni manganu do roztoku dochazi odéftku experimentu vyznamirnv naddobach
regolitu a sedimentu s glukosou, v maléfenfaké v regolitu s glukosou s azidem, vse

v anaerobnim proistdi.
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Vyvoj koncentrace Zeleza
—o— aerobni-R
160.00 - --8-- aerobni-S
140.00 - X aerobni-RA
. 120.00 - x  aerobni-SA
€ 100.00 -
g —o— anaerobni-
o 80.00 + RG
L --aA-- anaerobni-
60.00 ~ SG
40.00 1 —— Enaerobni-
20.00 - --B-- z;naerobni—
000 #+ = i — X anaerobni-
0 5 RGA
X anaerobni-
¢as (dny) SGA

Obrazek 39: Ribeéh louzeni Zeleza v jednotlivych nadobach ve 2. lrsknim experimentu

Vyvoj koncentrace manganu —<— aerobni-R
--8-- aerobni-S
el x  aerobni-RA
16.00
14.00 A 7 x  aerobni-SA
g— 20 S / ——o— anaerobni-
£ 10.00 1 RG
= / --a-- anaerobni-
S 8.00 - / g an
6.00 1 o {i —— anaerobni-
4.00 % 1 « R
2.00 % / « X X --8-- gnaerobni—
0.00 ¥;;s;’;’liffi:g’w::"”"i’i”':'—’ﬁa:’ e = X  anaerobni-
0 5 10 15 20 25 30 RGA
X anaerobni-
¢as (dny) SGA

Obrazek 40: Rib¢h louzeni manganu v jednotlivych nadobach ve iliaknim experimentu

Vzhledem k pouziti MgS©Qv syntetické vod byla pa@ateni koncentrace siry v nadobach
cca 29 mg t. K uvoliovani siry z vioZzeného materidlu dochazi pouze dimsntu v
aerobnich podminkach po cca 15 dnu experimentiatekr4l) v dsledku oxidace sulfidické

siry.
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Vyvoj koncentrace siry —o— aerobni-R
--8--aerobni-S
x  aerobni-RA
X aerobni-SA

—o— anaerobni-

RG
- -A- - anaerobni-
SG
—— anaerobni-
R
--B- - anaerobni-
S
X anaerobni-
RGA
X anaerobni-
¢as (dny) SGA

Obrazek 41: Rib¢h louzeni siry v jednotlivych nadobach ve 2. inkirben experimentu

5.5.5 Vysledky sekve#ni extrakce

Na obrazcich 42 — 45 jsou vyobrazeny vysledky sadnie extrakce (SE) regolitu a
sedimentu fed inkubaci a po inkubaci. Hodnoty udavaji koncasdrarsenu a Zeleza v
jednotlivych frakcich v mg k§ Pro srovnani grafy obsahuji také Gdaj o celkawéckntraci
prvku ve vzorku, zji&ny pomoci XRF (hodnoty: Sediment/celkem, Regolikies). Tyto
celkové hodnoty v3ak byly ziskany z jeénmamletého vzorku, zatimco sek¢an extrakce
byla provedena na homogenizovanych vzorcich frakensSi nez 2 mm. Proto byla
jednorazovou extrakci 4, + HNG;, patizena také kontrolni ,celkova“ koncentrace prvku,
kterou Ize vylouZit nejsikjSim ¢inidlem SE.

V ptipadt regolitu (obrdzek 42 a 43) obsahovaly (z celkowé@dentrace arsenu a Zeleza
v navazce) sulfatova frakce 1,1 % As a 0,04 % ésfatova 8 % As a 0,01 % Fe, oxalat/tma
11 % As a 1 % Fe, oxalati&io 14,5 % As a 5,5 % Fe. Rezidualni frakce vai&ldo arsenu
a 41,7 % Zeleza. Navratnost SE regatinila 78,4 % u arsenu a 87,8 % u Zeleza. Navratnost
SE je pditana wici kontrolni koncentraci.

U regolitu, ktery proSel inkubaci s glukosou v anhaim prostedi, se mnoZzstvi arsenu
v poslednich 4 frakcich SE zmenSilbbtizné o %. U Zeleza doslo ke zmenSeni rezidualni a
oxalat/setlo frakci. Cast Fe byla redistribuovana do sulfatové frakce8(4pm misto
pavodnich 12 ppm) (obrazek 43).

Z celkové koncentrace v navazce (obrazek 44 aldgghwval sediment 0,55 % As a 0,04 %
Fe v sulfatové frakci, 3,8 % As a 0,01 % Fe ve dusfé frakci, 8,5 % As a 2,6 % Fe v
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oxalat/tma frakci, 3,2 % As a 8,2 % Fe v oxalattlevfrakci. Reziduum obsahovalo 35 % As
a 56,4 % Fe. Navratnost SE sedimetihila 64,9 % u arsenu a 80,4 % u Zeleza. Navratnost

SE je p@itana wic¢i kontrolni koncentraci.

Sekvencéni extrakce - arsen: regolit

O sulfat
Regolit [P R | mfosfat
Ooxalatima

Regolit/G | O oxaltfsvitlo

i W reziduum

Regolit/02 |

o 100 200 300 400 4500 BOO 700 S5O0 500 1000
ppm

Obrazek 42: Frakcionace arsenu ve vzorku regol|it-s|.599 ppm (kontrolni koncentrace
jednorazo¥ vylouzen&inidlem HO, + HNG;)

Sekvenéni extrakce - Zelezo: regolit

R .

O sulfat
Regolit | m fosfat
Ooxalatitma

regoliyc [ (T — | O oxaldtisvitlo
T T T

Wreziduum

0 S000 10000 18000 20000 25000 30000
ppm

Regolit/O2

Obrézek 43: Frakcionace Zeleza ve vzorku regolitl;. 17 612 ppm (kontrolni koncentrace
jednorazo¥ vylouzen&inidlem HO, + HNG;)

U sedimentu, ktery proSel inkubaci s glukosou \eamtanim prosedi, doslo u arsenu
k vyraznému zmenSeni vSech frakci kéosolfatové frakce. Sediment po anaerobni inkubaci
s glukosou obsahoval 0,64 % As v sulfatove fra@l2 % As ve fosfatové frakci, oxalat/tma

obsahuje 1,9 % As, oxalat&lo obsahuje 2,4 % As a rezidualni frakce obsaBufe% As.
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V piipact Zeleza se vytvda sulfatova frakce s obsahem 448 ppm Zeleza aZitaese frakce

oxalat/tma.

Sekvenéni extrakce - arsen: sediment

Seamorscakers |

O sulfat

Sediment (I - | mfosfat
1T |

O oxalatitma
Sediment/5 | O oxalatfsvétla

W reziduum

Sediment/02

800 1200 1500 1800
ppm

O
L
=
O
o
=
=

Obrazek 44: Frakcionace arsenu ve vzorku sedimdmul382 ppm (kontrolni koncentrace
jednorazo¥ vylouzen&inidlem HO, + HNG;)

Sekvenéni extrakce - Zelezo: sediment

Seamortcakers |

O sulfat

sediment || | mfosfit

- Ooxalatima

seciment/s. [ — | ol

J W reziduum

a s000 10000 15000 20000 25000 30000
ppm

Obrazek 45: Frakcionace Zeleza ve vzorku sedimdniruZZ 595 ppm (kontrolni koncentrace
jednorazo¥ vylouzen&inidlem HO, + HNG;)

Vysledky sekvedni extrakce vzork regolitu a sedimentu po inkubaci v aerobnim fseakt
jsou v gipact Zeleza a zejména arsenu velmi neuspokojisilay smerodatné odchylky ze
tiéi opakovani ukazuji na relativrmalé chyby v méeni. MnoZstvi arsenu v s&tu vSech

frakci SE a mnoZstvi arsenu uvéhého ze vzorkudhem inkuace se vyraZiisi.
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5.5.6 Identifikace bakterii
Po kultivaci vzorku regolitu a sedimentu bylo idékbvano vice nez 25uznych druli
bakterii. Seznam nalezneme v tabulce 7. Lomitkemn ¢sictleny €Zko rozliSitelné druhy.
Tyto druhy jsou diky mechanisim rezistence schopnégiit v podminkach s vice jak 900

ppm arsenu Vv regolitu a 1750 ppm arsenu ve fluinasedimentu.

Tabulka 7: Seznam identifikovanych bakterii. R galé, S — sediment.

Nazev: Nalezeno:
Aeromonas sal moni cida/bestiarium/piscicola/media S
Arthrobacter agilis S
Arthrobacter sp./sulfonivoranr/oxydans/ramosus S
Bacillus megatherium R, S
Bacillus psychrodurans S
Bacillus simplex R, S
Bacillus thioparans/boroniphilus S
Bacillus wei henstephanensi/mycoides R, S

Caulobacter leidyi
Exiguobacterium undae
Lactobacillus sphaericus
Lysinibacillus parviboronicapiens
Lysinibacillus sp.

Mesor hizobium sp.

Micrococcus luteus
Nesterenkonia flava
Paenibacillus anaericanus
Paenibacilus amylolyticus

Paeni sporosarcina quisquiliarum
Pseudomonas frederikbergensis/miditerranea
Pseudomonas putida
Sporosarcina globispora
Sporosarcina luteola

(ONORORP VRV EP VRO NONORP VRO RO RV R R

6 Diskuse
6.1 Vybér vzorki pro studium mobilizace

Lokalita Mokrsko je oblast vyzrajici se vysokou koncentraci arsenuidd (Janatka a
Moravek, 1990). Jak vyplyva zigdchazejicich vysledk(Drahota a kol., 2009), arsen se
z pady mobilizuje prosednictvimiady biogeochemickych prodgsa proto se vyskytuje ve
vodném progedi v koncentrénim rozmezi 68 — 1141 pd.|Pro studium mobilizace byly
vybrany dva vzorky reprezentujici kontrastni pfedt, ve kterych je arsen odl&wédzan a ze
kterych se na daném Uzemiude uvohovat vlivem mikrobiélnicinnosti do vodného

prostedi. Odebran byl vzorek regolitu z oxétiého prostedi na hranici podzemni vody
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(hloubka cca 100 cm), jejiz kolisaniuge mit vliv na zminu redoxnich podminek. Toto
prostedi obsahuje obvykle nejvysSi koncentrace arsenmvéteavacim profilu (Drahota a
kol. 2009). Z &chto divodi je prestup arsenu v tomto préstli z pevné faze do vodného
prostedi vlivem mikrobialni aktivity velmi prawgbodobny. Jako druhy vzorek byl odebran
fluvialni sediment z redukiho prostedi (hloubka cca 60 cm) s vysokym obsahem organické

hmoty.

6.2 Charakteristika vzork

Celkovy obsah arsenu v regolitu byl metodou XRmat@n na 905 mg ki Obsah As
v sedimentu byl metodou XRF stanoven na 1749 my Kgahota a kol. (2009) natili u
odbsrii ze stejného mista 1770 mgkés v regolitu a 1193 mg KgAs v sedimentu. Takto
odlisné hodnoty mohou bytidledkem zejména prostorové variability koncenteasenu na
kratké vzdalenosti, kter4 byla zgah jiz ve starSich pracich (Filippi a kol., 2004002Z;
Drahota a kol., 2009).

Metodami XRD a EDS byl v regolitu identifikovartdmen, amfibol, biotit, vermikulit, Ba-
farmakosiderit, arseniosiderit a goethit obsah@gfsen. V sedimentu byl nalezen amfibol, Fe-
oxidy s obsahem arsenu, arseniosiderit a realggsledky mineralogie arsenonosnych
minerall v regolitu a sedimentu se prakticky shoduji segkl, které publikovali Filippi a
kol. (2004, 2007) a Drahota a kol. (2009) z téttasth. Zahrnuji vyznamnou vazbu arsenu na
sekundarni produkty 2ztravani arsenopyritu, jako jsou hydratované Fe yxi®Ba
farmakosiderit a arseniosiderit. Drahota a kol0@0rovréz uvadiji, Ze arsen je v reddkich
podminkach sedimentu vazan pieshictvim adsorpce a koprecipitace na noviEne
sulfidy Zeleza. Vychazeji z natiené nizké koncentrace rozpir&ho arsenu, pibneée
k vysrédZeni sulfid arsenu, a termodynamického modelovéni. Tyto dislenesouhlasi s
vysledky sodasného réreni, jelikoz ve vzorku fluvidlniho sedimentu nebylglezeny sulfidy
Zeleza. Vyznamnou odliSnosti je nélez realgaruaarku fluvialniho sedimentu, kteryige
nalezen nebyl. Jeho vznik v povrchovych podminkéche s¥toveé literatie popsan pouze
ojediréle. Nalez novotvieného realgaru v sedimentu potvrdili pomoci rergénabsorgni
spektroskopie O’Day a kol. (2004) v souvislosti g&nwbialni redukci siry a arsenu. Realgar
tvori hlavni arsenonosnou fazi. Bylo potvrzeno, Ze rargde neni saiésti pyritu ani
arsenopyritu.

Realgar (AsS) a jeho polymorfni formy (&) obvykle vznikaji ze sogaych exhalaci.
Casto se vyskytuji spolu s auripigmentem £&% (Mandal a Suzuki, 2002). Zaipnivych
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podminek mohou rozpusté sulfidy gimo reagovat s oxyanionty arsenu za vzniku
nerozpustnych srazenin (Wilkin a Ford, 2006). Raalg stabilni v rozmezi redoxniho
potencialu od -200 do -400 mV v rozmezi pH rostbaad 4 do 8 (Cullen a Reimer, 1989).
Se sulfidy se sra?i Zelezdiee ne? arsen. V podminkach s omezenym mnoZstvfth &e
dostaténym nadbytkem $ (rychlou redukci siral) se arsen sipbytkem sulfidické siry srazi

na pevné As-S struktury, jako jsou amorfni auripegidi realgar (Kocar a kol., 2010).

6.3 Vybér zdroje organické hmoty

Pro &ely urychleni mobilizace arsenu a dalSich grvipomoci organotrofnich
mikroorganisni piitomnych ve vzorku regolitu byly porovnavany 3 zdrarganického
materialu (glukosa, laktosa, acetéat). Jak vyplywdrazKi 31 a 32, zobrazujicich uvavani
As a Fe Bhem prvniho inkub@iho experimentu, je z daného ¥ pro uvol@ni obou
prvkia nej&inngjSi glukosa. Laktosa jecinna v gipact uvolovani arsenu, nikoli vSak
Zeleza. K mobilizaci arsenu v roztoku glukosy ittely dochazi kontinu&nod 1. dne
inkubace. Zelezo se v glukose i laktoséiza mobilizovat shodnaZz od 7. dne inkubace. Na
zakladk téchto zjiseni Ize tedy uvazovat o dvou moznych procesech nzalsi. Prvni proces
zahrnuje preferemi mikrobialni redukci gtimocného arsenu, kter&quchazi reduktivnimu
arsenu z hydratovanych Fe okid Fe arseginani je sorbce Fe na mineralni povrchy. Tuto
hypotézu podporuje fakt, Ze se dlabhazand frakce Fe (sulfatova frakce) v SE u vzorku
regolitu po anerobni inkubaci vyrazrevétSila (obrdzek 43). V roztoku glukosy sefida
zejména bakteriim redukujicim ¥e Lze tak usuzovat z koncentrace prvku na konci
experimentu (81 ppm Fe v glukose, 15 ppm v lakto&egtat, pestoZze je z daného Wt
nejpirozerejsSi sloweninou in situ (nag. korenové exudaty rostlin, metabolityagnich
organisni), nema evidenth podil na mobilizaci prvk ve zkoumaném vzorku regolitu a
sedimentu.

Lee a kol. (2009) a Freikowski a kol. (2010) zkolimapodobném experimentu vliv
glukosy, laktatu a acetatu. Vysledky jashovai ve prospch glukosy a jejiho vlivu na
rychost mobilizace arsenu, respektiustrbakterialnich kultur.

6.4 Inkubace a sekveni extrakce regolitu a sedimentu

K nejintenzivigjSimu uvohovani arsenu dochazi podlgegavani v inkubovaném regolitu s

piidavkem glukosy v anaerobnim pi@sti (obrazek 38). iiblizné od 9. dne dochazi k
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rapidrejSimu nafistu koncentrace As v roztoku. Podobnyhgh jako arsen ma koncentrd
kiivka Zeleza (obradzek 39). Koretd koeficient (0,9849) mezi koncentracemi As a Fe v
roztoku naznéuje, Ze v nadobdochazi k mikrobialni redukci hydratovanych axideleza
(pripadre sekundarnich arsemani), na kterych je adsorbovano velké mnoZzZstvi arsenu.
Tomu odpovida vyrazny pokles Eh na obrazku 37 a&ralogické sloZeni regolitu. Matést
arsenu se fize desorbovat z rozposggtich se oxid manganu (Sadiq, 1995), ktery se
mobilizuje rovréz od cca 9. dne inkubace. Ze SE regolitu po inkubgtukosou vyplyva, Ze
arsen pochazi zejména z rezidudlni, obou oxalalowydosfatové frakce. Snizeni arsenu
v oxalatovych frakcich koresponduje &kavanym uvolénim arsenu z hydratovanych Fe
oxidu, které timto snizuji g\j celkovy povrch ve vzorku a tedy i mnoZstvi vazamérsenu
ve fosfatové frakci (obrazek 42). Pokles v rezidufdakci mize korespondovat s uva@imim
arsenu z krystalickych sekundarnich ar&ean, jako je Ba farmakosiderit a arseniosiderit,
nicméré lze pedpokladat, Zze se tyto faze budou daitér miry rozpoudt i v obou
oxalatovych extrakcich (Matera a kol., 2003). Pskieleza v oxalat/stlo frakci ukazuje na
pievahu dobe krystalickych Fe fazi (goethit a hematit) nad gnimi (ferrihydrit) (obrazek
43).

Inkubace sedimentu s glukosou v anaerobnich podmimknevedla k tak vyraznému
uvolréni arsenu (pouze 2,9 ppm As v roztoku na konci exmntu) jako u regolitu. To
odpovida mineralogickému sloZzeni sedimentu, ktebgabuje vyrazhh mensSi mnozstvi
hydratovanych Fe oxidse sorbovanym arsenem nez regolit. Reldtivalé uvolgni arsenu
v tomto experimentalnim uspimani ovSem nesouhlasi s vysledky SE (obrazekpbtle
kterych by koncentrace arsenu v roztoku na korlaibainiho experimentu #ta byt vice jak
o fad vyssi, zhruba 38 ppm. Mozné v§eni tohoto rozporu by mohlo byt srazeni suifid
arsenu Bhem zvySeni redukich podminek (obrazek 37), tomu ovSem neodpovida
ocekavany pokles koncentrace sighbm inkubace (obrazek 41). Ze sedimentu s glukgsou
anaerobnich podminkach se uvolnilo nejvice mangéidu ppm v roztoku na konci
experimentu), a 67 ppm Zeleza, pochazejicich zAtkala frakce. To odpovida rozpotrit
zjisténych hydratovanych Fe oxida casgjSich Mn oxidi ve fluvialnim sedimentu nez
v regolitu (Drahota a kol., 2011).

V nadolg bez glukosy, obsahujici sediment v anaerobnimtigais doslo k uvoléni 2,6
ppm arsenu, ktery se patravolnil z hydratovanych oxidZeleza, fitomnych v sedimentu z
davodu kontaminaceip odbéru vzorku. Experiment v tomto usig@ani nejlépe modeloval
podminkyin situ, neba zdroj organické hmoty byl ve stejné koncentracsl@zeni jako

v prirodé. Lze tedy pedpokladat, Ze vifpadt zamezeni fistupu atmosférického kysliku
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prouctnim podzemni vody do sedimentu bude dochéazet lepoktedoxniho potencialu,
reduktivnimu rozpoushi hydratovanych Fe oxida uvohovani sorbovaného arsenu.

Naopak inkubace regolitu v anaerobnich podminkaeh fridani glukosy nevedla v
priabéhu trvani experimentu (1 &sic) k uvolni Zeleza a arsenu, ani nedochazelo k vykyv
pH a Eh. V &chto podminkach tedy praggodobr neni dostatek vhodné organické hmoty
pro mikrobiélni mobilizaci prvi.

Zajimavy je ptib¢h louZeni arsenu a siry v sedimentu v aerobnicimpddach (obrazek 38
a 41). Korelani koeficient jejich koncentraci ma hodnotu 0,77&d 19. dne inkubace
dochazi k sotasnému uvdiovani obou prvik. Vzhledem k faktu, Zze se vtéto nadob
neuvohuje Zadny jiny prvek, mohlo by se jednat o rozp&uiStealgaru oxidaci sulfidické
siry, a&koliv nedochazi ke zvysSovani redoxniho potenciabrdzek 37). V experimentu
provadgném za stejnych podminek, ovSemigd@nim azidu, k uvalovani arsenu ani siry
nedochazelo. Je tedyefmé, Ze oxidace realgaru v sedimentu je mikrobi&htalyzovana a
uvolnéni arsenu v podminkadch bez glukosy a bez azidu mohdt na swdomi
chemolitotrofni mikroorganismy, které jako zdrojeldroni pro redukci AS" vyuZivaji
jednoduché anorganické staniny (nap. S?) (Routh a kol., 2007).

V regolitu s celkovym obsahem 905 ppm arsenu bgkvertni extrakci rozlozeno 470
ppm arsenu. Kontrolni koncentrace z jednorazovéakee cinila 599 ppm. V pipac
fluvidlniho sedimentu bylo z celkové koncentracddppm pomoci SE mobilizovano 897
ppm As. Jednorazovou extrakci se ziskalo 1382 pena. Zbytek do celkového mnozstvi
vazaného arsenuigtal nerozlozen. Jednim Zvbdi maZe byt &tSi zrnitost extrahovaného
materialu, jak bylo zm#no v kapitole 5.5.5. Nedostupnost velkého mnoZzZatsénu (34 %
As v regolitu a 21 % As v sedimentu) Ize také Wivpritomnosti pevné vazby arsenu v
realgaruci Ba-farmakosideritu v rezidudlni frakci a volboadostaten¢ silnéhocinidla SE.
Prestoze je€inidlo HNOs v kombinaci s HO, hojré pouzivano pro extrakci rezidualni frakce,
nemusi byt v zavislosti na vzorku dostakeselektivni a Ginné. Pro silg vazané sloteniny,
jako jsou rkteré jednoduché sulfidy arsenu (hapealgar a auripigment), by byldegme
vhodrgjSi pouzit silgjSi rozpoustdla typu HCIQ, HF nebo aqua regia (Gleyzes a kol., 2002;
Hudson-Edwards a kol., 2004). Tuto teorii by obj@spouze mineralogicka analyza zbytku

materialu po sekvemi extrakci.
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6.5 Vysledky identifikace bakterii

Nalezené druhy bakterii v tabulce 7 byly izolovaeydvou nezavislych, po sbidoucich
kultivacich. U druhé kultivace, provedené na vzorkgolitu a sedimentu s glukosou v
anaerobnim prosdi po ukotieni druhého inkukimiho experimentu, se $qulchozi kultivaci
shodovalo pouze 5 driihbakterii. Ostatni byly nové. Je proto velmi prgwaddobné, Ze
neznamé mnozstvi driilzistalo neobjeveno a neidentifikovano. Navic je mozmeecelou
fadu bakterii, mezi kterymi mohou byt i bakterie abetlizujici arsen, nelze Gspe
kultivovat na zvoleném typu Zivného média (TSA).

Pavodni zamdr — izolovat u nalezenych driatbakteriiars geny kédujici konkrétni Zigob
transformace arsenu (respirace, detoxifikace) rezédil. Geny nebyly z neznamychidoda
nalezeny.

Kli¢ovy vyznam pro spkni cile diplomové prace ma nélez baktd?seudomonas putida v
odebraném sedimentu. Jak znamo z literatury, tentid disponuje schopnosti anaerobni
respirace ftimocného arsenu a jeho transformace na*'As form® arsenitaf. Bylo
pozorovano, Zeipnulové koncentraci arsamani nedochazi k bakterialnimustu, gestoze
je pritomen zdroj organického materialu (Freikowski &,k2010). Lze protoi@dpokladat, ze
tento druh mize hrat podobnou roli v respiradgitpmocného arsenu i v anaerobnim pregt

na Mokrsku.

6.6 Dopady na zivotni prosdi

Abnormalni mnozstvi arsenu \ag¢ s sebou Pnasi obavy z jeho uviebvani a nasledné
kontaminace vodnich zdifoj Inkubace regolitu a fluvidlniho sedimentu v aoaéeich
podminkach (bez ffdavku organické hmoty) fpdstavuje #rohodny model realnych
podminek, ve kterych v oblasti Mokrskaibe dochazet k mobilizaci arsenu. Inkubace navic
probihala v syntetické veédjejiz sloZeni fiblizné odpovida sloZzeni vody na Mokrsku.

Z inkubace regolitu v anaerobnich podminkach (aka38) vyplyva, Ze v danych
podminkach nehrozi rapidni uviovani arsenu, n@pv piipadt kolisani hladiny podzemni
vody nebo pivalovych desi. Nedochazi ani k vykydim pH (obrazek 35). @vodem je nizky
obsah vhodnych organickych latek pro heterotrofrganismy, které jsou v regolitu na
Mokrsku gitomny a jsou schopné velmi snadno redukiixozpoustt hydratované Fe oxidy,
piipadré sekundarni Fe arséniany. Jinak je tomu u inkubace sedimentu v anaéchbn
podminkach, kde dochazelo k mirnému wevhni As z reduktivninho rozpowsi

hydratovanych Fe-oxid VétSi mnozstvi organické hmoty v sedimenteja¢ hraje hlavni
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roli v mikrobidlni redukci, ktera f@¥e byt zvySena zamezenintigupu atmosférického
kysliku do sedimentu, napzvysenim hladiny podzemni vody.

K rapidrgjSimu nafistu mobility arsenu d¥e dojit v gipact a) intenzivniho hnojeni na
dané lokalig, tj. prisun Zivin pro chemolitotrofni organismy a orgamibk materialu pro
heterotrofni organismy, n&pdusikata hnojiva nebo fosfatova hnojiva, kdyizen dojit
k vytésreni arseninani specificky vazanych ve fosfatové frakci; b) vyvdzhna z rybnika v
obci Mokrsko, tzn. pesunuti sedimefif které krong heterotrofnich mikroorganisin
schopnych redukovat Fe piipadré pstimocny arsen, obsahuiji také chemoautotrofni bikter
které katalyzuji oxidaci hlavniho nositele arsenwanaerobnich podminkach na Moksku
(novotvaeny realgar) do aerobnich podminekiika inkubace sedimentu v aerobnich

podminkach na obrazku 38).

7 Zavér

Cilem diplomové prace bylo zhodnotit vliv mikrobial aktivity na mobilizaci arsenu
vazaného v {d¢ v oblasti zlatonosného loziska Mokrsko. Ke stubyl vybran vzorek
regolitu z polniho vrtu v hloubce 100 cm a vzorekgdniho sedimentu z hloubky 60 cm.
V ramci charakteristiky vzoik byly metodou XRF stanoveny celkové koncentracerars
905 mg kg v regolitu a 1749 mg kv sedimentu. Metodou XRD a EDS byly identifikovany
mineraly obsahujici arsen: Ba-farmakosiderit (Bé&&0,)3(OH)s-5H0), arseniosiderit
CaFes0,(As0,)3-3H,0 a Fe-oxidy (goethit R®(OH)) s vazbou arsenu v regolitu a
novotvaeny realgar (AsS) spolu s menSim mnozstvim Fetoxidrsenem v sedimentu..

Pro zhodnoceni vlivu zdroje organického materiala mikrobialni aktivitu byla
porovnavana glukosa, laktosa a acetat. Pro nég ge nejvice osdcila glukosa. Ta byla
pouzita v hlavnim inkulismim experimentu, ktery & objasnit rychlost mobilizace arsenu v
raiznych podminkach (aerobni, anaerobni peoi fidavek organického materialu, usmrceni
mikroorganisni podilejicich se na mobilizaci). Neéjgi nanhst rozpuiiného arsenu byl
zaznamenan v podminkach inkubace regolitu v ana&bbpodminkach s ffdavkem
glukosy, coZ ukazuje na vyznamny vliv mikrobiéledlukce F& z hydratovanych Fe-oxida
snad i sekundarnich arsémani Zeleza fi mobilizaci arsenu v podzemnich vodach. Navic je
pravdépodobné, Ze mobilizace arsenu¢ghto podminkach f¥e byt zvySena mikrobialni
redukci g@timocnych forem arsenu na trojmocné, které jsou veelnim prosiedi za

normalnich podminek obvykle mob#8i. Tuto schopnost méa ndklad bakterie
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Pseudomonas putida, ktera je jedinym takovym zastupcem z 25 drilakterii izolovanych
v téchto podminkéach.

Krome heterotrofnich bakterii a jejich vlivu na mikrolsibmobilizaci arsenu se ukazal takeé
vliv chemoautotrofnich mikroorganigsmna mobilizaci arsenu do vodniho piesti na
studované lokalit Ve velmi reduknich podminkach fluvialnich sediménitze dochéazet
k mikrobiélni katalyze oxidace realgaru, kter@za hrat vyznamnou roli v mobilizaci arsenu
béhem gesunu do aerobnich podminek.

Cil prace byl splen s uspokojivymi vysledky. Byly odhaleny dvaizné procesy
mikrobialni mobilizace, které bezesporu hraji vymnau roli v uvohovani arsenu do
piirodnich vod na lokaktMokrsko.
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