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Abstrakt

Tato zprava je zavéreénou zpravou Dilgiho ukolu 1 (DU01) zakazky SURAO ,VypIné a ostatni
inZzenyrské komponenty HU*.

Pro testovani vlastnosti bentonitd, v souvislosti s jejich vyuzitim v konstrukci hlubinného
ulozisté, je mozno vyuzit celou fadu postupt dostupnych v literatufe. Nékteré Ize vyuzit/prevzit
pfimo, né&které az po dilgich Upravach. Cast metod je popsana v normach, éast v odbornych,
vefejné dostupnych zpravach &i odbornych &lancich.

Metodiky jsou nejprve prezentovany v souhrnné tabulce nasledované \listy metodik®.
V souhrnné tabulce je uveden zjiStovany parametr/vlastnost; nazev metodiky a kod; zdroj, kde
je mozné nalézt postup, ktery se pro stanoveni pouZziva; zda je pro stanoveni vyZadovan
specificky pfistup a zhodnoceni vhodnosti metodiky pro testovani bentonitu
z hlediska posouzeni vlastnosti bentonitovych materialti pro potieby pfipravy HU v CR.

Jednotlivé listy metodik obsahuji jak formalni, tak obsahovy popis a hodnoceni. Pro hodnoceni
byly zvoleny tfi urovné — vhodna/vhodna s podminku/nevhodna. Metodiky jsou hodnoceny
podle vlastnich zku3enosti autorského kolektivu a kritického rozboru ziskavanych dat,
informaci a jejich vyuzitelnosti pfi hodnoceni bentonitovych materiall. Dlvod zafazeni metodik
mezi metodiky vhodné s podminkou ¢€i nevhodné je uveden u kazdé z nich. V pfipadé vice
vhodnych metodik je i uvedeno, ktera se jevi v daném pfipadé jako nejvhodnéjsi.

Kod metodiky slouZi k jednoznaénému rozpoznani a provazani s databazi dat o bentonitech
(DU02+03 zakazky).

Klicova slova

Hlubinné ulozisté, metodika, bentonit, mineralogie, geochemie, geotechnika, mikrobiologie,
zobrazovaci techniky

Abstract

This is the final report of Subtask 01 (DU01) of the SURAO contract "Buffer, backfill and other
engineering components of the DGR".

A number of techniques available in the literature can be used to test the properties of
bentonites in the context of their use in a deep repository design. Some can be used/adopted
directly, some only after partial modifications. Some of the methods are described in standards,
some in publicly available reports or technical articles.

The methodologies are first presented in a summary table followed by "methodology sheets".
The summary table lists the parameter/property to be determined; the name of the
methodology and the code; the source where the procedure used for the determination can be
found; whether a specific approach is required for the determination; and an assessment of
the suitability of the methodology for bentonite testing in terms of assessing the properties of
bentonite materials for the purpose of preparing DGR in the Czech Republic.



The individual methodology sheets contain both formal and substantive descriptions and
evaluations. Three levels were selected for evaluation - suitable/suitable with
condition/unsuitable. The methodologies are evaluated according to the authors' own
experience and critical analysis of the data, information and their applicability in the evaluation
of bentonite materials. The reason for classifying the methodologies as suitable with condition
or unsuitable is given for each of them. In the case of multiple suitable methodologies, the
most appropriate methodology is also indicated.

The code of the methodology is used to clearly identify and link it to the database (Subtasks
02 and 03 of the contract).

Keywords

Deep geological repository, methodology, bentonite, mineralogy, geochemistry, geotechnics,
microbiology, imaging techniques
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1 Uvod

Pro testovani vlastnosti bentonitd, v souvislosti s jejich vyuzZitim v konstrukci hlubinného
ulozisté, je mozno vyuzit celou fadu postupt dostupnych v literatufe. Nékteré Ize vyuzit/prevzit
pfimo, nékteré az po diléich upravach. Cast metod je popsana v normach, &ast v odbornych,
vefejné dostupnych zpravach. Nezfidka vSak laboratofe, zabyvajici se méfenim v této oblasti,
maji vypracovany individualni zkuSebni postupy (interni metodiky), které byly vyvinuty
na zakladé dlouholetych zkuSenosti a jejich pfesné znéni/ postup je soucasti cenného
institucionalniho know-how.

Tato zprava shrnuje metodiky potencialné vyuzitelné zadavatelem, zdrojem jsou vefejné
dostupné informace, zpravy SURAO a interni metodiky Fesitelskych organizaci.

Informace ve zpravé jsou platné k datu odevzdani draftu zpravy a souvisejiciho stavu poznani
v ramci feSeni zakazky. Z toho dlivodu je mozné, ze budou pozdéji, béhem dalSiho feSeni
zakazky, identifikovany dalSi, zde neuvedené metodiky, popf. upfesnéni vhodnosti metodiky
pro bentonit. Divodem muze byt i vyvoj metodik v ¢ase, ato jak na domacim, tak
na mezinarodnim poli.

1.1 Technické zadani

Technické zadani zakazky uvadi: Bentonit je specificka zemina/hornina, ktera bobtna a je
velmi malo propustna, proto neni vZdy mozné vyuZit standardizovanou metodiku pro klasické
zeminy/horniny. Dale také existuje vice metodik pro uréeni jednoho parametru, vysledky
z rozdilnych metodik jsou pak vzédjemné neporovnatelné.

Proto vznikne zprava, ktera popiSe vhodné metodiky pro testovani bentonitu a v pfipadé, Ze
existuje vice metodik na stanoveni jednoho parametru, tak doporuci tu nejvhodnéjsi (z
hlediska proveditelnosti, jejiho pouZivani i v zahrani¢i a ceny). PFfi vybéru nejvhodnéjsi
metodiky z vice metodik bude vse konzultovano se SURAO, ktera bude mit pravo rozhodnout.
V pfipadé, Ze existuje standardizovana metodika, tak bude jen struéné popsana a bude
uveden na ni odkaz, v pfipadé, Ze jsou nutné/vhodné dpravy této metodiky nebo doporuceni,
tak ty budou detailné popsany.

PoZadované metodiky dle ZD:

e Propustnost

e Bobtnaci tlak

e Volné bobtnani

o Stlacitelnost

e Pevnost v tlaku a smykova pevnost

e Vlhkost

o Objemova hmotnost jak pravidelny, tak nepravidelny vzorek
e Zdanliva hustota pevnych &astic

o Retenéni kfivky

o Kationtova vyménna kapacita

o FTIR (infraCervena spektrometrie s Fourierovou transformaci)
e Mossbauer

e SEM (skenovaci elektronova mikroskopie)
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o TEM (transmisni elektronova mikroskopie)

o Silikadtova analyza

¢ Rentgenograficka fazova analyza + semikvantita

e pH

e Specificky povrch

o DTA/TG (diferenéné termicka analyza/ termalni gravimetrie)

e Analyza porové vody

e TOC, TIC, TS (Stanoveni celkového organického uhliku, celkového anorganického
uhliku a spalitelné siry)

o Difuzni koeficient

e Sorpéni koeficient

o Mikrobiologicka analyza bentonitu

V priibéhu Feseni DU byly identifikovany dal$i metodiky pouZivané pro testovani bentonitu.
Jedna se napf. o stanoveni porozity, zrnitostniho slozeni, vypoc&etni tomografii. Ty jsou
v dokumentu také zahrnuty.

1.2 Struktura zpravy

Metodiky jsou nejprve prezentovany v souhrnné tabulce (kap. 2.1) nasledované ,listy metodik*
(kap. 2.2-2.6).

V souhrnné tabulce je uveden zjiStovany parametr/vlastnost; nazev metodiky a kéd; zdroj,
kde je mozné nalézt postup, ktery se pro stanoveni pouziva; zda je pro stanoveni vyZzadovan
specificky pfistup a zhodnoceni vhodnosti metodiky pro testovani bentonitu
z hlediska posouzeni vlastnosti bentonitovych materiall pro potteby ptipravy HU v CR.
V tabulce jsou uvedeny pfednostné primarni zdroje metodik, popf. s informaci, Ze byla dale
modifikovana, coz je vice rozpracovano v listu metodiky.

Jednotlivé listy metodik obsahuiji jak formalni, tak obsahovy popis metodik a hodnoceni.
Obsah listu metodiky:

- kod

- nazev

- norma, postup, zdroj

- ziskané parametry, znacka, jednotky

- navazka

- vychozi stav vzorku

- pocet méfeni

- hodnoceni

- specificky pFistup — nutnost a popis Uprav/omezeni pro bentonit
- doporucena oblast vyuziti

- ddvod hodnoceni

- popis; popt. rozSifeny popis, nad ramec zdroje v literatuie; pokud je nutné

Kéd metodiky slouZi k jednoznaénému rozpoznani a provazani s databazi dat o bentonitech
(DU02+03 zakazky).
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Pro hodnoceni metodik byly zvoleny tfi Grovné:

- vhodna je takova metodika, ktera, bez jakychkoliv omezeni &i uprav, poskytuje
relevantni informace a data k posouzeni vlastnosti bentonitovych materialu;

- vhodna s podminku je metodika pfi dodrzeni urditych podminek/omezeni/tprav, tedy
jejich pouziti je omezené nebo poskytuji omezené informace a data k posouzeni
vlastnosti bentonitovych materialu;

- nevhodna je metodika, ktera se obecné v praxi pouziva, ale poskytuje zavadéjici data
a informace, které vedou k dezinterpretaci a nespravnému porozuméni vlastnosti
bentonitovych materiald.

Metodiky jsou hodnoceny podle vlastnich zkugenosti autorského kolektivu (CVUT, UJV, TUL)
a kritického rozboru ziskavanych dat, informaci a jejich vyuzitelnosti pfi hodnoceni
bentonitovych materiald. Duvod zafazeni metodik mezi metodiky vhodné/vhodné s podminkou
a nevhodné je uveden u kazdé metodiky.

V pfipadé vice vhodnych metodik je i uvedeno, kterd se jevi v daném pfipadé jako
nejvhodnéjsi.
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2 Metodiky

2.1 Prehled
Tab. 1 Pfehled metod — Fyzikélni, hydrofyzikalni a geotechnické parametry
Kéd Parametr/vlastnost Nazev metodiky Norma (€islo, rok), postup s,p,eCIﬂCky Hodnqcenl
pristup metodiky
w_105C Hmotnostni vihkost w Stanoveni hmotnostni vihkosti CSN EN ISO 17892-1: 2015 Ne Vhodna
. , Stanoveni objemové hmotnosti| ,
D reg Objemova hmotnost p . , CSN EN ISO 17892-2: 2015 Ne Vhodna
pravidelného vzorku
. . . Stanoveni objemové hmotnosti| . ,
D_irr Objemova hmotnost p . ) CSN EN ISO 17892-2: 2015 Ne Vhodna
nepravidelného vzorku
Zdanliva hustota . I .
SpD_pykn pevnych Castic S;?/r;?\éinélést;pecgfgfqetrizl;StOty CSN EN ISO 17892-3: 2016 Ne \s/hcc))(cjilrinkou
(specificka hmotnost) ps pevny Py Y P
e | Stanoveni specifické hustoty u Vhodna
SpD_reg Specifickd hmotnost ps pravidelného vzorku Rosendorf (2014) Ne podminkou
PORO reg Porozita (porovitost) €; n Stan'oven! porozity - (porovitost) Rosendorf (2014) Ne Vhodr)a
pravidelného vzorku podminkou
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. » ificky |H i
Kod Parametr/vlastnost Nazev metodiky Norma (Cislo, rok), postup SBeCI Icky odnqcenl
pristup metodiky
PORO_Hg Pf)ro.2|ta (pOF(I)VItO‘c?t) ’e;on Stanoyenl ) porozity  rtutovou Yuan et al. (2021) Ne Nevhodna
Distribuce velikosti pori | porozimetrii
WRC_B Retené&ni kfivky Stanoveni  retencnich kiivek|, . 5007 Ano Vhodna
pomoci blokové metody
WRC_K Retencni kfivky Stanoveni  retencnich kfivek |\, 2007), Kagpar etal. (2021) | Ano Vhodna;
pomoci komorové metody doporucena
Sl Swell index S Stanoveni swell indexu ASTM D5890 — 11: 2011 Ano Vhodna
Soucinitel  hydraulické . . , | x .
PROP . . Stanoveni hydraulické vodivosti | CSN EN ISO 17892-11: 2019 Ano Vhodna
vodivosti K, K, Kio, Kn
SWEP_CVT | Bobtnaci tlak osw; Ps (bobtnani pfi konstantnim Ne Vhodna
objemu) TR-06-30, SKB, 2006
Bobtnani pri CSN EN 1SO 17982-5: 2017; GGU Vhodna
SWEP_CLT | konstantnim zatizeni | Bobtnani pfi konstantnim zatizeni ' ’ Ano ,
. . . (1987) s podminkou
(v&. volného bobtnani) Ps
Koeficient stlacitelnosti Vhodna
EOE C, Edometriky modul|Stanoveni stlacitelnosti CSN EN ISO 17982-5: 2017 Ano ,
s podminkou

Eoed
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Kod Parametr/vlastnost Nazev metodiky Norma (Cislo, rok), postup SBecmcky Hodnqcenl
pristup metodiky
WL_cone | Mez tekutosti wy Stanoveni meze tekutosti pomoct| o\ £\ 50 17892-12: 2018 Ano Vhodna;
- kuzelové metody doporucena
. Stanoveni meze tekutosti | « .
WL_Cas Mez tekutosti wi CSN EN ISO 17892-12: 2018 Ano Vhodna
Cassagrandeho metodou
WP Mez plasticity wp Stanoveni meze plasticity CSN EN ISO 17892-12: 2018 Ne Vhodna
Soucinitel tepelné | Stanoveni soucinitele tepelné ASTM D 5334-08:2008; ASTM D
THC . ) P . . P 5930-17: 2017; Navody vyrobcu |Ne Vhodna
vodivosti A vodivosti e e o
konkrétnich pfistroju
Mérna tepelna kapacita | Stanoveni meérné tepelné ASTM D 5334-08:2008; ASTM D
HEC P P . P 5930-17: 2017; Navody vyrobcu|Ne Vhodna
c kapacity e v .
konkrétnich pfistroju
ZRN SIT Zrmitostni slozeni S’tangvenl zrnitostniho  slozeni| CSN EN ISO 17892-4: 2017 (Sitovy Ne Vhodna'
- sitovym rozborem rozbor) s podminkou
Stanoveni zrnitostniho  sloZeni| GSN EN ISO 17892-4: 2017 (mé&feni Vhodna
ZRN_SED Zrnitostni slozeni . _ . , . ’ Ne s podminkou/
sedimentacni zkouskou pomoci hustoméru) .
Nevhodna
Stanoveni pevnost v prostém |CSN EN ISO 17892-7: 2018; CSN EN Vhodna
RC Pevnostv tlaku Re tlaku 1926: 2007 Ne s podminkou
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Kod Parametr/vlastnost Nazev metodiky Norma (Cislo, rok), postup SBecmcky Hodnqcenl
pristup metodiky
. . Stanoveni soudrznosti a Uuhlu .
SM_kr Soudrznost, - Unel| nitinino  treni  krabicovou | GSN EN ISO 17892-10: 2019 Ne Vhodna
- vnitfniho tfeni c, ¢ . s podminkou
smykovou zkouSkou
SM _tl smykova pevnost c, Stan?venl smy!<ove pevnost CSN EN ISO 17892-7: 2018 Ne Vhodna'
zkouskou v prostém tlaku s podminkou
Tab. 2 Prehled metod — Geochemické a transportni parametry
Kéd Parametr/vlastnost Nazev metodiky Norma (€islo, rok), postup SP,GCIﬂCky Hodnqcenl
pristup metodiky
o bt PR x Vhodna
LOI Ztrata Zzihanim Stanoveni ztraty Zihanim (LOI) CSN EN 15935: 2013 Ne ,
s podminkou
e, Stanoveni chemického slozeni | CSN EN 16170: 2017, Jelinek (2008), Vhodna
CC_ICP-OES | Chemicke slozeni pevneho vzorku pomoci ICP-OES | Dolni¢ek (2005) Ne s podminkou
. . Stanoveni chemického sloZeni| CSN EN 16171: 2017, Jelinek (2008), Vhodna
CC_ICP-MS | Chemické slozeni pevného vzorku pomoci ICP-MS | Dolni¢ek (2005) Ne s podminkou
CSN CSN 72 0100 a normy navazujici ]
CC_SILA Chemické slozeni Zakladni postup rozboru silikat( (CSN 72 0105-1, CSN 72 0196' CSN|Ne Vhodna’
72 0107, SN 72 0109-1, CSN 72 s podminkou

0110-1, CSN 72 0110-3, CSN 72
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Kéd Parametr/vlastnost Nazev metodiky Norma (Cislo, rok), postup Sgecmcky Hodnqcenl
pristup metodiky
0111, CSN 72 0112-1, CSN 72 0113-
1, €SN 72 0113-3, CSN 72 0114-1,
CSN 72 0116-1, CSN 72 0117, CSN
720119, CSN 72 0120, CSN 72 0121)
Hmotnostni obsah forem i , CSN EN 15936: 2013, ISO i
CC_C uhliku Stanoveni obsahu forem uhliku 10694:1999 Ne Vhodna
Hmotnostni obsah , . .
CC_TS . Stanoveni obsahu celkové siry ISO 15178:2000 Ne Vhodna
celkové siry
Zavislost studované L . Tan et al. (1986), Guggenheim a van Vhodna
TA veliiny na teploté Termicka analyza Groos (2001) Ne s podminkou
Mineralogicka analyza metodou .
PXRD Mineralogické slozeni praSkové rentgenové difrakce Moore a Reynolds (1997), Aparicio et Ne Vhodna
al. (2020)
(XRD)
Stanoveni CEC pomoci | Cervinka (2014) — vychazi z Bergaya Vhodna;
CECCU CEC Cu(IDtrienu a Vayer (1997), Meier a Kahr (1999) Ne doporucena
CEC_Co CEC Stanoveni  CEC — pomoc | o 53170.0018, Hadi et al. (2016) | Ne Vhodna
Co(llhhexaaminchloridu
CEC _Cs CEC Stanoveni CEC vyménou za Cs* Fernandez et al. (2004), Brynych Ne Vhodna

(2010, 2011)
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Kéd Parametr/vlastnost Nazev metodiky Norma (Cislo, rok), postup Sgecmcky Hodnqcenl
pristup metodiky
NFX 31 108:2002, Borden a Giese
CEC_NH4 CEC Stanoveni CEC vymeénou za NH,4* | (2001), Amman (2003), Ammann et al. | Ne Vhodna
(2005)
SSA N2 SSA Stanov’em specifickeho povrchu Brunauer, Emmett a Teller (1938) Ne Vhodna’
pomoci absorpce plynu s podminkou
Stanoveni specifického povrchu |Brazda a Cervinka (2016) — vychazi Vhodna;
SSA_EGME | SSA pomoci absorpce EGME z metodiky Carter et al. (1986) Ne doporucena
Stanoveni zdanlivého difuzniho
DIF_PS Difazni koeficienty koeficientu metodou s planarnim | Hofmanova (2018) Ne Vhodna
zdrojem
e - Stanloyem zdaniivého dlfufm,ho Garcia-Gutiérrez et al. (2006), Aldaba Vhodna
DIF_HC Difazni koeficienty koeficientu metodou poloviéniho Ano ,
N et al. (2010) s podminkou
blocku
Stanoveni zdanlivého difuzniho
EM Difazni koeficienty koeficientu elektromigraéni | Maes et al. (1999), Peckova (2016) | Ano Vhodna
metodou
DIF_TD Diftizni koeficienty Stanoveni difiiznich koeficlenttl| ) ¢ 2nova (2018) Ano Vhodna
prunikovou difuzni metodou s podminkou  pro
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Kéd Parametr/vlastnost Nazev metodiky Norma (Cislo, rok), postup Sgecmcky Hodnqcenl
pristup metodiky
neinteragujici
specie
Nevhodna
interagujici specie
e - Stanoveni difuznich koeficientd | Van Loon a Eikenberg (2005), Van .
DIF_IN Difazni koeficienty in-diffusion* metodou Loon a Miller (2014) Ano Nevhodna
SOR_Rd Sorpéni koeficient Stan.oyenl distribucniho Ne Vhodna’
koeficientu s podminkou
- - Stanoveni linearniho | Vokal a kol. (2001), Hofmanova a kol. Vhodna
R K koef N
SOR_Kd Sorpeni koeficient distribu¢niho koeficientu (2019) © s podminkou
SOR_nelin Sorpéni koeficienty Stan.oyenlc nelinearnich sorpcénich Ne Vhodna'
koeficient( s podminkou
LUH Chemicke ~ — slozenil \ 1o 4 vyluhovatelnych iontd | Napf. Fernandez et al. (2001) Ne Vhodna
bentonitovych vyluhu
. * Vhodna
SQE Pdrovy roztok S Sachlova (2022 A
Q 6rovy rozto queezing achlova ( ) no s podminkou
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Tab. 3 Prehled metod — Spektroskopické a spektrometrické techniky

ifickv | H .
Kéd Parametr/vlastnost Nazev metodiky Norma (Cislo, rok), postup SP,ECI cky odnqcenl
pristup metodiky

e o . Vhodna

XRF Chemickeé slozZeni Rentgenfluorescenéni analyza Svensson et al. (2017) Ne ,
s podminkou

FTIR Zaz’ngm V|pracn|chvpasu Infradervena spekirometrie White a Roth (1986), Madejova a Ne Vhodna’
v zavislosti na vinoctu Komadel (2001) s podminkou

MOSS Zavislost |r1ten2|t zare.nl Méssbauerova spektroskopie Kaufhold et al. (2017), Hadi et al. Ne Vhodna,
na rychlosti gama zdroje 2019) s podminkou
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Tab. 4 Prehled metod — Zobrazovaci techniky

ifickv | H .
Kod Parametr/vlastnost | Nazev metodiky Norma (Cislo, rok), postup SBeCI cky odnqcenl
pristup metodiky
Vizualizace
struktury,
identifikace )
L e R . . . Vhodna
PM mineral(, Polarizaéni mikroskopie Napf. Gregerova et al. (2002) Ne ,
. T s podminkou
semikvantitativni
zastoupeni
nejilovych minerald
SEM Vizualizace Skenovaci elektronova | Napf. Gonzalez-Santamaria et al (2021), ANo Vhodna
struktury mikroskopie Echlin (2009) s podminkou
Vizuali T isni lekt ) Vh 2
TEM izualizace r.ansmlsn'l elektronova NapF. Ayache et al. (2010) Ano odna'
struktury mikroskopie s podminkou
. . S ) . . Vhodna
CT 3D vizualizace Vypocetni tomografie Kozaki et al. (2001), Reijonen et al. (2020) |Ne .
s podminkou
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Tab. 5 Prehled metod — Mikrobiologické metodiky

mikroorganismu

ifickv | H .
Kod Parametr/vlastnost | Nazev metodiky Norma (Cislo, rok), postup SBeCI Ky odnqcenl
pristup metodiky
https://www.qiagen.com/us/products/discov Vhodna
ery-and-translational-research/dna-rna- s podminkou
purification/dna-purification/microbial-
L dna/dneasy-powermax-soil-Kit/

MB1_ EKK Izolace DNA Extrakce komerénim kitem Ano
https://www.zymoresearch.com/products/g
enomic-dna-clean-concentrator-10
(Engel et al., 2019a; Shrestha et al., 2022)

(Stroes-Gascoyne et al., 1997) - zakladni
MB1 EFCH Izolace DNA Fenol-chloroformova meto'tljlka; ’(Fru and . Athar, 2008). "1 Ano Vhodna’
- extrakce modifikovana metodika; Alternativni s podminkou

protokol (Povedano-Priego et al., 2021)
Pfimé pocitani bunék v bentonitu barvenim ]

Detekce a Sytox green: Klauth et al. (2004) Vhodna

MB2_PPB kvantifikace Pfimé pocitani bunék Ano s podminkou/Nevh

mikroorganismu Pfimé pocitani bunék v bentonitu barvenim odna
CFDA-AM: Fukunaga et al. (2005)

Detekce a ,

. - - . . Vhodna

MB2_EB kvantifikace Extrakce bunék (Hlavackova et al., submitted) Ano ,

s podminkou
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https://www.qiagen.com/us/products/discovery-and-translational-research/dna-rna-purification/dna-purification/microbial-dna/dneasy-powermax-soil-kit/
https://www.qiagen.com/us/products/discovery-and-translational-research/dna-rna-purification/dna-purification/microbial-dna/dneasy-powermax-soil-kit/
https://www.qiagen.com/us/products/discovery-and-translational-research/dna-rna-purification/dna-purification/microbial-dna/dneasy-powermax-soil-kit/
https://www.qiagen.com/us/products/discovery-and-translational-research/dna-rna-purification/dna-purification/microbial-dna/dneasy-powermax-soil-kit/
https://www.zymoresearch.com/products/genomic-dna-clean-concentrator-10
https://www.zymoresearch.com/products/genomic-dna-clean-concentrator-10

. L ificky |H i
Kéd Parametr/vlastnost | Nazev metodiky Norma (€Cislo, rok), postup SBeCI N odnqcenl
pristup metodiky
PFiprava vzorku: (Bengtsson et al., 2017a)
Detekce a Média relevantni pro studium
MB2 K kvantifikace Kultivace mikroorganismu v HU RAO: (Hallbeck a Ne Vhodna'
. L Pedersen, 2008) s podminkou
mikroorganism
Média pro jednotlivé mikrobidlni rody:
Dsmz.de
Detekce a . .
MB2 MPN kvantifikace Metoda MPN (Most | (Hallbeck and Pedersen, 2008; Bengtsson Ne Vhodna'
- . L, probable number) et al., 2017a) s podminkou
mikroorganism{
Detekce a o .
MB2_gqPCR kvantifikace kvant.|tat|vn| PCR (qPCR/ Shrestha et al. (2022) Ne Vhodna’
. L, real-time PCR) s podminkou
mikroorganismu
Detekce a o Vhodna
MB2_ddPCR kvantifikace droplet  digital ~ PCR|ygegel et al. (2021) Ne < bodminkow
mikroorganismu (ddPCR) P
Analyza
kvalitativniho _ (Shrestha et al.,, 2022), bioinformatické Vhodna
MB3_NGS slozeni Amplikonove (NGS) | zpracovani dle (Hlavackova et al.,|Ne < podminkou
mikrobialnich sekvenovani 16S rDNA submitted) P

spolecenstev
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. L ificky |H i
Kéd Parametr/vlastnost | Nazev metodiky Norma (€Cislo, rok), postup SBeCI Icky odnqcenl
pristup metodiky
Analyza
kvavlitat’ivnl'ho Bikel et al. (2015) — obecné review metody Vhodna
MB3_MG slozeni Metagenomika Ano ,
mikrobialnich Hubalek et al. (2016) — konkrétni piiklad § podminkou
spolecenstev
Analyza aktivni Vhodna
MB4_MT frakce mikrobialniho | (Meta)transkriptomika Lopez-Fernandez et al. (2018) Ano .
Y s podminkou
spole€enstva
Analyza aktivni Detekce roduktil Vhodna
MB4_ATP frakce mikrobialniho . P Eydal a Pedersen (2007) Ano s podminkou/nevh
. metabolismu — ATP .
spole€enstva odna
Analyza aktivni . ,
MB4_S frakce mikrobialniho Detekce. produktu Bengtsson et al. (2015, 2017b) Ano Vhodna’
. metabolismu — sulfid s podminkou
spoleCenstva
King (1991) - HPLC detekce AMP
Analyza aktivni . .
MB4_ACE frakce mikrobialniho Detekce. p’roduktu Bengtsson et al. (2017a), https:/food.r-| ano Vhodna'
metabolismu — acetat biopharm.com/products/enzytec-liquid- s podminkou

spole€enstva

acetic-acid/ - kolorimetricka detekce NADH+
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https://food.r-biopharm.com/products/enzytec-liquid-acetic-acid/
https://food.r-biopharm.com/products/enzytec-liquid-acetic-acid/
https://food.r-biopharm.com/products/enzytec-liquid-acetic-acid/

Kéd Parametr/vlastnost | Nazev metodiky Norma (€Cislo, rok), postup SBeCIfICKy Hodnqcenl
pristup metodiky
Analyza aktivni Amann et al. (1990) — zakladni FISH Vhodna
MB4_FISH frakce mikrobialniho | FISH Ano s podminkou/nevh
Analyza aktivni Vhodna
MB4 PLFA frakce mikrobialniho | PLFA (Green and Scow, 2000; Engel etal., 2019b) | Ano )
s podminkou

spoleCenstva
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2.2 Listy metodik — fyzikalni, hydrofyzikalni a geotechnické
parametry

Kazda metoda, resp. varianta metody ma svuj list, kod.

Listy metodik neslouzi k vy€erpavajicimu popisu postupll a podminek, ale snazi se poskytnout
pfehledny popis metod a jejich uprav pro bentonity. V pfipadé nejasnosti je tedy nutné
nahlédnout do primarniho zdroje (normy, odborna literatura).

Standardizované metody v mechanice zemin (CSN, ASTM, ...) primarné slouzi k popisu a
hodnoceni zemin a jejich vzorkll ve stavebni praxi. Z toho vychazi i pfedepsané velikosti
vzorku, jejich navazky, popf. souvisejici pfesnost pouzitych méficich zafizeni (desitky az
stovky gramd, velikosti v cm a vétsi). V oblasti vyzkumu bentonitd jde vSak ¢asto o analyzu
fadové mensich vzorku i experimentu (gramy, milimetry), tj. je nutné metodiky vhodné upravit
se zfetelem na zménu méfitka (navazky, pfesnost vah, ...).

2.2.1 Stanoveni hmotnostni vihkosti

Kod w_105C
Nazev metodiky Stanoveni hmotnostni vihkosti
CSN EN ISO 17892-1: Geotechnicky priizkum a zkouseni —

Norma, postup, zdroj Laboratorni zkousky zemin — Cast 1: Stanoveni vihkosti; od
5/2015

Ziskane parametry, znacka, Hmotnostni vihkost, w, bezrozmérna pfip. %

jednotky
Navazka Norma: min 30 g; pokud nutno v oduvodnénych pfipadech
ccalOg

Vychozi stav vzorku Bez omezeni

Pocet méfeni 1

Hodnoceni metodiky Vhodna

Specificky pfistup Ne

Doporu¢end oblast vyuZziti VSechny druhy vzork(
Popis

ZkuSebni vzorek se vlozi do Cisté suché nadoby, jejiz hmotnost se pfedem stanovi (véetné
vika, pokud se pouziva uzaviratelna nadoba). Stanovi se hmotnost nadoby se zkusebnim
vzorkem. Nadoba s vlhkym zkuSebnim vzorkem a odklopenym vikem se umisti do susarny s
teplotou 105 °C az 110 °C na tak dlouho, dokud neni dosazena ustalena hmotnost nadoby se
vzorkem.
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Jestlize je pouzivana nadoba bez vika, vSechny vazici operace musi probéhnout rychle.
Vzorek také musi byt po vyjmuti ze suSarny uchovavan v exsikatoru se susidlem, nez je ho
mozné vazit po vychladnuti na pokojovou teplotu.

Ze ziskanych hodnot se stanovi hmotnost vihkého a vysuSeného zkuSebniho vzorku, provede
se vypocet vihkosti.

Popis uprav pro bentonit

U bentonitu Ize, v oddvodnénych pfipadech, minimalni navazku vzorku snizit na cca 10 g
oproti normé, kterd stanovuje minimalni navazku 30 g pro material s max. velikosti zrna pod
0,063 mm.

Principialné Ize stanoveni provést i na mnohem mensi navazce (min. 0,1 g), avsak s vyuZitim
analytickych vah (pfesnost 0,0001 g), uchovavanim vzorkd v exsikatorech a manipulace se
vzorkem v klestich nebo rukavicich, pfip. se zohlednénim ztraty suSenim v pfipadé plastovych
nadob.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou.
Davod hodnoceni

Mezinarodné pouZzivany, standardizovany postup. Jednoducha metoda s jednoznacnym
vyhodnocenim.
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2.2.2 Stanoveni objemové hmotnosti pravidelného vzorku

Kaéd D_reg
Nazev metodiky Stanoveni objemové hmotnosti pravidelného vzorku
CSN EN ISO 17892-2: Geotechnicky priizkum a zkouseni —

Norma, postup, zdroj laboratorni zkouSky zemin — Cast 2: stanoveni objemové
hmotnosti; od 4/2015

Ziskané parametry, znacka, Objemova hmotnost, p, kg/m?

jednotky
Navaska Norma: m’in objfem vzorkUWSO cmi;' \Y pévaznosti na dalSi
laboratorni zkousky Ize pouzit mensi objem vzorku

Vychozi stav vzorku Bez omezeni

PocCet méfeni 1

Hodnoceni metodiky Vhodna

Specificky pfistup Ne

Doporucena oblast vyuziti Pevny (tvar drzici) vzorek
Popis

U vzorkl ziskanych z odbérného pouzdra nebo lisovanych do forem musi byt podstavy
vyhlazené a hrany musi byt vytvofeny tak, aby byly vzajemné kolmé. U véalcovych zkuSebnich
vzorkd musi byt podstavy kolmé k ose zkuSebniho vzorku. Opracovany vzorek se musi zvazit
s pfesnosti na 0,01 g. ZkuSebni vzorek musi byt zméFfen a musi byt zaznamenany délky hran
nejméné na tfech mistech kazdého rozméru s pfesnosti na 0,1 mm. U valcového tvaru, pak
se musi zméfit jeho prumér ve dvou na sebe kolmych smérech s pfesnosti na 0,1 mm. Pro
ziskani vysledku se: vypocte pramér z kazdého rozméru vzorku, poté je vypocitan objem a
objemova hmotnost.

Objemovou hmotnost susiny (o4, kg/m?®) Ize stanovit podilem hmotnosti vzorku po vysuseni a
zméfeného objemu, popf. vypoctem pomoci zjisténé objemové hmotnosti a vhkosti stanovené
na Casti vzorku dle CSN EN ISO 17 892-1 (w_105 C).

Popis uprav pro bentonit

V pfipadé vzorku z praSkového bentonitu lisovaného do formy nebo u vzorkl vytlacenych
z odbérného pouzdra je mozné pouzit vzorek o mensim objemu, nez je doporu¢eno v normé.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou.
Duvod hodnoceni

Mezinarodné pouZzivany, standardizovany postup. Metoda s jednoznaénym vyhodnocenim.
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2.2.3 Stanoveni objemové hmotnosti nepravidelného vzorku

Kod

Nazev metodiky

Norma, postup, zdroj

Ziskané parametry, znacka,
jednotky

Navazka

Vychozi stav vzorku
Pocet méfeni
Hodnoceni metodiky
Specificky pfistup

Doporucena oblast vyuziti

Popis

D_irr
Stanoveni objemové hmotnosti nepravidelného vzorku
CSN EN ISO 17892-2: Geotechnicky prizkum a zkouseni —

Laboratorni zkousky zemin — Cast 2: Stanoveni objemové
hmotnosti; od 4/2015

Objemova hmotnost, p, kg/m?

Norma: min objem vzorku 50 cm?

Praxe: pro laboratorni ucely dle velikosti kompaktniho kusu
vzorku (pelety, ulomky z jader experimentu apod.)

Bez omezeni
1

Vhodna

Ne

Pevny (tvarové staly) vzorek

ZkuSebni vzorek musi byt zvazen a poté zcela pokryt materidlem nerozpustnym v kapaliné
(napf. opakovanym namacenim vzorku do roztaveného vosku). Poté je vzorek opét zvazen.

Jestlize je tfeba, musi byt zkuSebni vzorek nejprve opracovan tak, aby bylo umoznéno dobré
pokryti vzorku voskem, bez bublin. ZkuSebni vzorek je ponofen do vody a je zvazen
nadlehCeny vztlakem (zaznamenava se teplota kapaliny pro stanoveni jeji hustoty).

Objemovou hmotnost susiny (o4, kg/m3) lze zjistit vypoCtem pomoci Zzjisténé objemove
hmotnosti a vhkosti stanovené na &asti vzorku dle CSN EN ISO 17892-1 (w_105 C).

Popis uprav pro bentonit

V normé je uvadén min. objem zku$ebniho vzorku 50 cm?®. V pfipadé nepravidelnych vzorkd
z lisovaného bentonitu (pelety, tlomky z experimentu, nepravidelné tvary z odvrtu vzorku...)
je mozné pouzit vzorek o mensim objemu, nez je doporuceno v norme.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou.
Davod hodnoceni

Mezinarodné pouzivany, standardizovany postup. Metoda s jednoznaénym vyhodnocenim.

30



2.2.4 Stanoveni specifické hustoty

2.2.4.1 Stanoveni specifické hustoty pyknometricky

Kod

Nazev metodiky

Norma, postup, zdroj

Ziskané parametry, znacka,
jednotky

Navazka

Vychozi stav vzorku
Pocet méfeni
Hodnoceni metodiky
Specificky pfistup

Doporu€ena oblast vyuziti

SpD_pykn
Stanoveni  specifické Castic
pyknometricky

hustoty  pevnych

CSN EN ISO 17892-3: Geotechnicky prizkum a zkouseni —
Laboratorni zkousky zemin — Céast 3: Stanoveni zdanlivé
hustoty pevnych ¢astic; 5/2016

Specificka hustota pevnych ¢astic, ps, kg/m?®

109

Vysuseny, mlety

2

Vhodna s podminkou
Ano

V3echny vzorky

Popis

Stanoveni se provadi pomoci pyknometru na zakladé rozdilu objemu kapaliny vypliujici
pyknometr bez zkudebniho vzorku a se zkuSebnim vzorkem. Hustota pevnych ¢astic je
dopocitana z hmotnosti vysuSeného vzorku a rozdilu objemu. Vzorek by mél byt vysusSeny a
prosaty sitem 4 mm. Je zvazen suchy prazdny pyknometr, do pyknometru se vsype vzorek,
zvazi se a pfida se kapalina (hladina cca 1 az 2 cm nad vzorkem) a promicha se. Takto
pfipraveny zkuSebni vzorek v pyknometru je ve vodni lazni zahfivan k varu, aby doslo
k odstranéni vzduchovych bublin ze vzorku. Poté se necha pyknometr se vzorkem zchladit (ve
vodni lazni nebo na vzduchu). Je dolita voda do pyknometru. Pyknometr se uzavfe vickem
s kapilarou, dukladné osusSi a zvazi. Ten samy pyknometr se vazi zcela zaplnény kapalinou
bez zkudebniho vzorku. Zkouska se provadi na dvou vzorcich, rozdil mezi vysledky nesmi byt
vétsi nez 30 kg/m3, jinak je nutné zkousku opakovat.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou.
Popis uprav pro bentonit

Upfednostnéni jinych kapalin, nez je destilovana voda (napf. ethanolu, solnych roztoku)
s cilem potlacit vznik koloidnich (nesedimentujicich) €astic.
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Duvod hodnoceni

Mezinarodné pouzivany, standardizovany postup. Metoda s jednoznacnym vyhodnocenim.

2.2.4.2 Stanoveni specifické hustoty u pravidelného vzorku

Kéd SpD_reg
Nazev metodiky Stanoveni specifické hustoty u pravidelného vzorku
Norma, postup, zdroj Rosendorf (2014)

Ziskane parametry, znacka, Specificka hustota pevnych &astic, ps + nejistota, kg/m?

jednotky
Navaska Dvlew planované objemové hmotnosti a rozmérd cel,
vétsinou > 10 g
Vychozi stav vzorku Nasyceny kompaktovany bentonit
Pocet méfeni 1
Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou
Specifiky pfistup Ne
Doporucena oblast vyuziti Bez omezeni
Popis

Princip stanoveni spociva ve zjisténi hmotnosti (vysuseného) vzorku mgy a objemu pérové vody
V2o ve zndmém objemu nasyceného kompaktovaného bentonitu Vee:

p= (L ) 1)

Veelk-VH20)

Znamym objemem muize byt cely blo€ek bentonitu (bez pfipadnych vybobtnalych okrajd)
v mezikruzi cely o znamych rozmérech nebo dil¢i platky ziskané krajenim postupné
vytlaovaného blo¢ku z mezikruzi cely. Metodika stanoveni z vice platka se jevi jako vhodnéjsi
z dlvodu vybéru platk(, které nejsou ovlivnény krajovymi efekty zvySené porozity (resp.
vlhkosti) na rozhrani filtr-roztok, a ur€eni nejistoty stanovovaného parametru. Objem pérove
vody se stanovi z rozdilu vlhkého vzorku a vysuSeného do konstatni hmotnosti (105 °C) a
uvazovanim hustoty vyparené vody 1000 kg/m?3.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU

Cast védecké obce se domniva, Zze primérna objemova hmotnost vody v plné nasyceném,
kompaktovaném bentonitu maze byt vétsi nez 1000 kg/m?® (napf. Jacinto, et al., (2012)). coz
muze znamenat, Ze touto metodou mohu byt vysledky nadhodnoceny. Pfed vyuzitim metody
je vhodné se s timto pfistupem vypofadat.

Duavod hodnoceni

Jednoducha metodika s jednoznaénym vyhodnocenim.
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2.2.5 Porozita

Porozita (¢; n) patfi mezi zakladni parametry definujici, jakou ¢ast ve vzorku zaujima poérovy
prostor Vpsr z celkového objemu vzorku Veek. Je definovana vztahem (2):

Vpér
= . 2
Vcelk ( )

Parametr se nejvice uplatiiuje pfi modelovani transportu specii v kompaktovaném bentonitu.
Je svazan s dalSimi zakladnimi parametry feSenymi vySe, w, pq a ps, napf. vztahem (3):

g=1-2¢ (3)

S

Porozita se velmi ¢asto stanovuje ze vztahu (3). Jak plyne z hodnoceni metodik stanoveni
objemové hmotnosti a specifické hustoty, takto odvozena hodnota je zatizena nejistotou
stanoveni pq a ps. Zadouci se proto jevi metodiky zaloZené na stanoveni vychazejici ze vztahu

(2).

Poznamka: Pojem efektivni porozita, tzv. €et, vznikl jako artefakt vyhodnoceni DIF_TD experimentd a
dezintepretace zavislosti De na iontové sile roztoku (viz kap. 2.3.8.4).

2.2.5.1 Stanoveni porozity pravidelného vzorku

Kod PORO _reg
Nazev metodiky Stanoveni porozity pravidelného vzorku
Norma, postup, zdroj Rosendorf (2014)

Ziskané parametry, znacka, , . _
P Y Porozita, € £ nejistota, bezrozmérna

jednotky
Navaska Dvlew planované objemové hmotnosti a rozmérl cel,
vétSinou >10g
Vychozi stav vzorku Nasyceny kompaktovany bentonit
Pocet méfeni 1
Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou
Specifiky pfistup Ne
Doporucena oblast vyuziti Bez omezeni
Popis

Princip stanoveni spodiva ve zji§téni objemu pérové vody ve znamém objemu nasyceného
kompaktovaného bentonitu. To muze byt cely blo¢ek bentonitu (bez pfipadnych vybobtnalych
okrajll) v mezikruzi cely o znamych rozmérech nebo dil¢i platky ziskané krajenim postupné
vytlaGovaného blo¢ku z mezikruzi cely. Metodika stanoveni z vice platk( se jevi jako vhodnéjsi
z dlavodu vybéru platkl, které nejsou ovlivnény krajovymi efekty zvySené porozity (resp.
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vlihkosti) na rozhrani filtr-roztok, a uréeni nejistoty stanovovaného parametru. Objem pérové
vody se stanovi z rozdilu vlhkého vzorku a vysuSeného do konstatni hmotnosti (105 °C) a
uvazovanim hustoty vyparené vody 1000 kg/m?.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU

Cast védecké obce se, na zakladé méfenych dat domniva, Ze primérna objemova hmotnost
vody v pIné nasyceném, kompaktovaném bentonitu mize byt vétsi nez 1000 kg/m?3 (napft.
Jacinto, et al., (2012)). coz mlze znamenat, ze touto metodou mohu byt vysledky
nadhodnoceny. Pried vyuzitim metody je vhodné se s timto pfistupem vypofadat.

Duvod hodnoceni

Jednoducha metodika s jednoznacnym vyhodnocenim.

2.2.5.2 Stanoveni porozity rtut'ovou porozimetrii

Kéd PORO_Hg
Nazev metodiky Stanoveni porozity rtutovou porozimetrii
Norma, postup, zdroj Yuan et al. (2021)
Ziskané parametry, znaCka, Porozita, € + nejistota, bezrozmérna
jednotky Distribuce velikosti poru
Navazka Min. 0,25 g, dle méfici komurky cca. 1%x0,5%0,5 cm
Vychozi stav vzorku Prasek, kompaktovany bentonit
PocCet méfeni 1
Hodnoceni metodiky Nevhodna
Specifiky pfistup Ne
Doporucena oblast vyuziti Bez omezeni
Popis

Rtutova porozimetrie (mercury intrusion porosimetry, MIP) je béznou, relativné rychlou a
jednoduchou, technikou umoznujici stanoveni porozity i distribuce velikosti pért pevnych
vzorkll. Po odstranéni vody (suSenim, vymrazovanim) se na vzorky ve vakuu aplikuji
vstfikovaci tlaky rtuti az do 410 MPa a rtut tak vnika do otevienych péra vzorku. Objem rtuti
vitlaceny do vzorku je zaznamenan a je obecné interpretovan jako celkovy objem péra. Ze
vztahu mezi aktualné aplikovanym tlakem a pfisluSnym vtlaéenym objemem rtuti Ize dovodit
distribuci velikosti poru.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou.
Davod hodnoceni

Rtutova porozimetrie poskytuje vyznamné podhodnocené vysledky z divodu nemoznosti rtuti
vstoupit do p6rad o priméru mensSim nez 2 nm (Kaufhold et al. 2013). Pro srovnani dgo1
vzdalenosti (vzdalenost jedné TOT vrstvy a jednoho mezivrstevného prostoru) jsou 1 nm
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v suchém vzorku (Birgersson et al. 2017). Hodnota ¢ Hg a distribuce velikosti pérl je navic
zavisla na zrnitostnim slozeni vzorku.
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2.2.6 Stanoveni retencnich krivek

Retencni kfivky popisuji zavislost saciho tlaku na hmotnostni vihkosti w. Hodnota saciho tlaku
s (MPa) se pocita pomoci Kelvinovy rovnice (4):

6, BT FH

s=-10 7 In(255) (4)

kde R je univerzalni plynova konstanta (= 8,314 J/K-mol), T (K) je absolutni teplota, Vw je
molarni objem vody (= 1,803-10° m3/mol pfi atmosférickém tlaku a laboratorni teploté) a RH
(%) je relativni vihkost.

Pro stanoveni retenénich kfivek se pouzivaji dvé metodiky liSici se v pfistupu nastaveni rizné
relativni vihkosti:

e pfipravou vzorku o rizné w — blokova metoda
e udrzeni rizné RH pomoci rliznych roztokd v uzaviené nadobé — komorova metoda

2.2.6.1 Stanoveni reten¢nich kfivek pomoci blokové metody

Kod WRC_B
Nazev metodiky Stanoveni retenénich kfivek pomoci blokové metody
Norma, postup, zdroj Villar (2007)

Ziskane parametry, znacka, Zavislost saciho tlaku na hmotnostni vihkosti

jednotky
. Dle planované objemové hmotnosti a rozmérd cel,
Navazka -
vétsinou > 10 g
Vychozi stav vzorku Kompaktovany bentonit

Série o min. 5 rlznych hmotnostnich vihkostech pro jednu

Pocet méfeni .
objemovou hmotnost

Hodnoceni metodiky Vhodna

Specifiky pfistup Ne

Doporucena oblast vyuziti Bez omezeni
Popis

Metoda spociva v méreni relativni vihkosti (RH) v cele, do které je nalisovan vzorek bentonitu
0 znamé, predem stanovené suché objemové hmotnosti a hmotnostni vihkosti. Do vzorku je
poté vyvrtan otvor, do kterého je vsazeno Cidlo relativni vihkosti, a cela je neprodysné
uzaviena. Po ustaleni odeditané hodnoty RH se stanovi hodnota saciho tlaku podle rovnice
(4). Po experimentu se u vzorku znovu stanovi a ovéfi hmotnostni vihkost (viz kap. 2.2.1).
Retenéni kfivka pro danou suchou objemovou hmotnost je poté vynesena jako zavislost sacich
tlakG na hmotnostnich vihkostech jednotlivych vzorkl s touto suchou objemovou hmotnosti.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU

Nejsou.
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Duvod hodnoceni

Blokova metoda je vhodna z divodu jeji ¢asové nenaroCnosti. Nevyhodou je nemoznost
postihnuti hystereze reten¢ni kfivky, protoze kazdy bod kfivky je reprezentovan samostatné
pfipravenym vzorkem bentonitu.

2.2.6.2 Stanoveni reten¢nich krivek pomoci komorové metody

Kaéd WRC_K
Nazev metodiky Stanoveni reten¢nich kfivek pomoci komorové metody
Norma, postup, zdroj Villar 2007, KaSpar et al. 2021

Ziskane parametry, znacka, Zavislost saciho tlaku na hmotnostni vihkosti

jednotky
Navaska Dvlev. planované objemové hmotnosti a rozmérd cel,
vétSinou >10g

Vychozi stav vzorku Kompaktovany bentonit

Pocet méfeni 1 pro jednu objemovou hmotnost

Hodnoceni metodiky Vhodna; doporucena

Specificky pfistup Ne

Doporucena oblast vyuziti Bez omezeni
Popis

Metoda spociva ve stanoveni hmotnostni vihkosti vzorkd bentonitu o dané suché objemové
hmotnosti, které jsou v rovhovaze se znamou relativni vlhkosti. Relativni vlhkost je udrzovana
pomoci tenze vodnich par nad nasycenym (pfesycenym) vodnim roztokem uvnitf uzaviené
nadoby (exsikatoru). Jednotlivé cely se vzorky jsou pribézné vazeny, po ustaleni jejich
hmotnosti (tj. dosazeni rovnovahy) je dopoctena hmotnostni vihkost vzork(. RH v nadobé se
nasledné zméni pouzitim jiného nasyceného roztoku a cely proces se opakuje. Tim se ziska
tzv. sytici vétev reten¢ni kfivky. Tzv. vysouseci vétev Ize ziskat obdobné postupnym susenim
v exsikatoru s krokovou vyménou susidla. Retenéni kfivka kazdého vzorku je poté vynesena
jako zavislost sacich tlaki na hmotnostnich vihkostech.

Tento postup byl v UJV modifikovan (Kaspar et al., 2021). Uvnitt kazdé cely je zarovefi
umisténo cCidlo relativni vlhkosti s vlastni paméti. Cely s kompaktovanymivzorky jsou umistény
v uzaviené nadobé (exsikatoru) nad vodnimi parami demineralizované vody. Cely jsou
pribézné vazeny, zrozdilu hmotnosti suchého vzorku a hmotnosti pfi pfevazovani je
stanovena aktualni hmotnostni vinkost vzorku uvnitf cely. Té je pak pfifazena hodnota relativni
vlhkosti ze zaznamu €idla, ze které se vypocita saci tlak pomoci Kelvinovy rovnice (4).

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU

Nejsou.
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Duvod hodnoceni

Vyhodou komorové metody je moznost postihnuti hystereze retencni kfivky kazdého vzorku.
Nevyhodou je ¢asova naro¢nost, protoze je vzdy nutné C¢ekat na ustaleni hmotnosti cel se
vzorky, respektive relativni vihkosti uvnitf vzorku. Pro ziskani retenCnich kfivek pro napf. 4
objemové hmotnosti staci jen 4 cely (narozdil od blokové komory, kde je pro jednu objemovou
hmotnost potfeba 5 cel a 5 RH ¢&idla). Z tohoto divodu a diky moznosti urychleni ziskani sytici
vétve kfivky podtlakovym sycenim hodnotime tuto metodiku, i pfes ¢asovou naroénost, jako
vhodné;jsi.
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2.2.7 Stanoveni swell indexu

Kod Sl
Nazev metodiky Stanoveni swell indexu (SI)
Norma, postup, zdroj ASTM D5890 — 11: Standard Test Method for Swell Index of

Clay Mineral Component of Geosynthetic Clay Liners, 2011

ziskané parametry, znacka, Swell index, SI, mi/2 g

jednotky

Navazka 5x2g

Vychozi stav vzorku Vysuseny pfi 105 °C

Pocet mé&feni 1 sada Cita 5 méfeni

Hodnoceni metodiky Vhodna

Specificky pfistup Ano

Doporu€ena oblast vyuziti Praskovy bentonit
Popis

Bobtnaci schopnosti bentonitu se nazorné ziskavaji bobtnanim zvolené navazky bentonitu
v odmérném valci naplnéném destilovanou vodou o zvoleném objemu. Navazka vysuseného
bentonitu pro jednu zkousku ¢&ini 2,00 £+ 0,01 g. Zkouska spoc€iva v postupném sypani navazky
bentonitu po davkach vazicich cca 0,1 g v éasovém intervalu 10 min na hladinu vody o objemu
100 ml v odmérném valci. Rozhrani bentonitové suspenze a vody (tj. objem vybobtnalého
bentonitu V1 (ml)) je odecitano po 24 h od vsypani posledni davky bentonitu.

Tento test podava informaci i o eroznim chovani bentonitu. Zaznamenava se i pfitomnost
koloidnich ¢astic (odpovidajici dalSimu objemu V; (ml)), které vedou k erozi bentonitu.

Popis uprav pro bentonit

Na zakladé zkusenosti s touto metodou provadénou na praskovém bentonitu je vhodné rozsifit
Casoveé schéma odectl o delSi ¢asové intervaly do ustaleni bobtnani, tj. hodnoty V. Pokud
neni ve stanoveni specifikovano, byla pouzita destilovana/demineralizovana voda. Bobtnaci a
erozni chovani bentonitu lze totiz studovat i v jinych médiich, napf. podzemnich i
cementovych vodach.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Metoda je vyuZitelna pro praskovy bentonit.
Davod hodnoceni

Mezinarodné pouzivany, standardizovany postup.
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2.2.8 Stanoveni propustnosti

Kod

Nazev metodiky

Norma, postup, zdroj

Ziskané parametry, znacka,
jednotky

Navazka

Vychozi stav vzorku
PocCet méfeni
Hodnoceni metodiky
Specificky pfistup

Doporucena oblast vyuZiti

PROP
Stanoveni propustnosti

CSN EN ISO 17892-11: Geotechnicky prizkum a zkouseni —
Laboratorni zkousky zemin — Cast 11: Stanoveni
propustnosti; 2019

Soucinitel hydraulické vodivosti, pouzivané symboly K, K, Kio,
kn, m/s

Cca 20 g pro praskovy bentonit. Mozno i vice v zavislosti
na velikosti vzorku Navazka peletizovaného bentonitu zavisi
na pozadované objemové hmotnosti suSiny a velikosti
vzorku, respektive velikosti maximalniho zrna
peletizovaného bentonitu

Bez omezeni

1 pro jednu objemovou hmotnost susiny
Vhodna

Ano

VS8echny typy vzorkl

Popis

Test je provadén na zhutnéném, nebo nezhutnéném vzorku bentonitu umisténém v ocelové
komore. Konstrukce komory musi zajiStovat konstantni objem vzorku. Zkouska probiha pfi
konstantnim, nebo proménném hydraulickém gradientu. Pfi vypoctu je aplikovan Darcyho
zakon pro laminarni proudéni za pIné nasycenych podminek. Zkouska je provadéna
na zakladé normy CSN EN ISO 17892-11. Z uvedenych pfistrojovych sestav je pro zkousky
na bentonitu nejvhodnéjsi aparat s pevnou sténou mezi vzorkem a prostiedim bez vneseného
napéti, zaru€ujici neménnost objemou vzorku. Minimalni rozméry vzorku, kterymi jsou vy3ka
a prumeér, musi byt Sestinasobek velikosti zrna. Toto pravidlo plati pro peletizovany bentonit,
v pfipadé praskového bentonitu je tato podminka vzdy splnéna. Ve vztahu k velikosti
aplikovaného hydraulického gradientu je v normé uvadéna podminka laminarniho proudéni
vody vzorkem. Tato podminka je v pfipadé bentonitu vzdy splnéna. V bézny laboratornich
podminkach neni technicky mozné dosahnout turbulentniho proudéni v bentonitu (v bentonitu
vznika pfi rychlostech proudéni 10* m/s). Minimalni sytici tlak je podminén objemovou
hmotnosti suSiny bentonitového vzorku, doporu¢ené hydraulické gradienty pro razné
objemové hmotnosti susiny bentonitu uvadi napf. Pusch (1980).

Popis uprav pro bentonit

Norma zmifiuje méfeni hydraulické vodivosti v podminkach pocate¢ni izotropni napjatosti pfi
pouziti oedometru, popfipadé anizotropni napjatosti za pouziti triaxialni komory s flexibilni
membranou, ktera vymezuje prostor pro vzorek. Tyto zplsoby nejsou vhodné pro bentonit,
jelikoz spolehlivé nezajistuji objemovou stalost vzorku.
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Méfeni hydraulické vodivosti bentonitu vyZzaduje vy$Si hydraulické gradienty, nez uvadi norma
pro jemnozrnné zeminy. Ta pro jemnozrnné zeminy o hydraulické vodivosti nizsi nez 10° m/s
uvadi minimalni hydraulicky gradient 30. Na zakladé zkusenosti, které se shoduji s hodnotami
v literatufe (Pusch, 1980) je pro lisovany bentonit vhodny hydraulicky gradient 5.103. V pfipadé
zkousky na volné sypaném bentonitu je nutné hydraulicky gradient snizit z diivodu zabranéni
vyplaveni vzorkd, resp. tvorby preferenéni cesty vzorkem.

Ackoli norma neuvadi doporu¢ené rozméry vzorku, ani minimalni navazku, lze pfedpokladat,
Ze u konvencnich zemin budou tyto parametry vzorku vysSi nez v pfipadé bentonitu. Ze
zkuSenosti je pro stanoveni hydraulické vodivosti lisovaného praskového bentonitu dostatecna
navazka kolem 20 g v zavislosti na pozadované objemové hmotnosti a velikosti zkuSebni
komory. V pfipadé peletizovaného materialu je nutné vyuzit vétsi komory za ucelem splnéni
podminky uvedené v normé, ktera se tyka minimalniho priméru vzorku, ktery je Sestinasobek
maximalniho zrna. Navazky poté zavisi na velikosti vzorku a pozadované objemové hmotnosti
susiny.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou.
Davod hodnoceni

Mezinarodné pouzivany, standardizovany postup.
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2.2.9 Bobtnani a stlacitelnost

2.2.9.1 Stanoveni bobtnaciho tlaku

Kod SWEP_CVT

Nazev metodiky Stanoveni bobtnaciho tlaku - zkouska bobtnani pfri
konstantnim objemu

Norma. postun. zdroi TR-06-30, Mineralogy and sealing properties of various
» POSIUP, ) bentonites and smectite-rich clay materials, SKB, 2006

Ziskané parametry, znacka, Bobtnac tiak, Oey. Pe. kPa

jednotky
Navaska > 1v5 g Vv z?vis!osti I”]a druhu ' materialu, rozmérech a
pozadované objemové hmotnosti vzorku

Vychozi stav vzorku Bez omezeni

Pocet mé&feni 1

Hodnoceni metodiky Vhodna

Specificky pfistup Ne

Doporucena oblast vyuZiti VSechny typy vzorkl
Popis

Méreni bobtnaciho tlaku se provadi na nasyceném vzorku umistnéném v komofe, ktera
zajiStuje konstantni objem vzorku. Bobtnaci tlak je zaznamenavan silovym Cidlem umisténym
v axialnim sméru nad vzorkem. Konstrukce komory ve spojeni s instrumentaci, musi zajisStovat
pfenos napéti vyvolané bobtnanim vzorku na silové €idlo. V pfipadé praskoveho bentonitu je
vzdy splnéna a minimalni rozméry jsou dany konstrukci komory. Odecet bobtnaciho tlaku je
proveden po plném nasyceni vzorku a ustaleni méfeni na konstantni hodnoté. Méfeni
bobtnaciho tlaku probiha pfi nulovém syticim tlaku.

Popis uprav pro bentonit
Nejsou, metoda navrzena pro méfeni bobtnaciho tlaku bentonitu.

Pro mérfeni pelet je vhodné dodrzet minimalni rozméry vzorku, kterymi jsou vyska a primeér —
musi byt Sestinasobek velikosti zrna.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou.
Duavod hodnoceni

Metoda specialné navrzena pro méreni bobtnaciho tlaku bentonitu.
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2.2.9.2 Bobtnani pfi konstantnim zatizeni

Kod SWEP_CLT

Nazev metodiky Bobtnani pfi konstantnim zatizeni

CSN EN ISO 17892-5 Geotechnicky priizkum a zkoudeni —
Laboratorni zkousky zemin — Cast 5: Zkouska stlagitelnosti
Norma, postup, zdroj v edometru postupnym pfitéZzovanim; 2017

Metodiky laboratornich zkousek v mechanice zemin a hornin,
CGU, Praha, 1987

Ziskané parametry, znaCka, Tlak bobtnani pfi konstantnim zatizeni (v&. volného

jednotky bobtnani), Ps kPa

. Do 700 g v zavislosti na rozmérech vzorku a poZzadované
Navazka . ’ A

objemové hmotnosti susiny

Vychozi stav vzorku Bez omezeni
Pocet méfeni 1
Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou
Specificky pfistup Ano

VSechny druhy vzorkd i nizSich az stfednich objemovych

Doporugena oblast vyuziti
oporucena oblast vyuzi hmotnostech

Popis

Zkouska probiha v edometru pfi nulovém zatizeni (volné bobtnani) nebo pfi jiném,
konstantnim zatizeni (,constant load test*). Toto zatiZzeni se mlze, dle zaméru zkousky, po
ustaleni deformace vyvolané zménou zatizeni bentonitu, ménit.

Bentonit je umistén a zhutnén na poZadovanou objemovou hmotnost susiny pfimo
v edometrickém prstenci. Prstenec musi omezovat boc¢ni dilataci a nesmi mit mensi primér
nez 35 mm a pomér praméru a vySky prstence nesmi byt mensi nez 2,5 mm. VySka prstence
musi splnit dvé podminky. Té€mijsou minimalni vyska 12 mm a soucasné vyska prstence musi
byt padesatkrat vétSi nez nejvétSi primér zrna. Druha podminka plati pro peletizovany
material. Volné bobtnani je méfeno jako vertikalni deformace vzorku bez zatizeni za piné
saturovanych podminek. Mé&feni probiha vzdy do ustéleni objemovych zmén.

Popis uprav pro bentonit

Metoda vyuziva zafizeni pro testovani stladitelnosti zemin pro bentonit. Standardizovany
postup je upraven za u¢elem méfeni volného bobtnani tim zplsobem, ze zkouska probiha bez
normalového namahani a je méfrena vertikalni deformace zplsobena bobtnanim. Vzhledem
k vyrazné schopnosti bentonitu bobtnat je nutné pfizpUsobit vySku vzorku a vySku prstence
tomuto materialu. Prstenec by mél mit dostate¢nou vysku z divodu vertikaini deformace
bentonitu vlivem bobtnani.
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Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Pro volné bobtnani nejsou.

Pro méfeni pfi konstantnim (nenulovém) zatiZeni je nutné pfi pfipravé zkousky zohlednit
parametry zafizeni (mechanicka odolnost, rozméry) vici pfedpokladané deformaci a zatizeni
vzorku. Méfeni v edometru je v tomto pfipadé vyuZitelné pro nizSi az stfedni objemové
hmotnosti vzorkud. Konkrétni hodnoty zavisi na bobtnacim tlaku pfi téchto objemovych
hmotnostech, tedy na typu a slozeni bentonitu.

Duavod hodnoceni

ZkouSka vyuzivajici edometr pro urCeni vlastnosti bobtnavych zemin.
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2.2.9.3 Stanoveni stlacitelnosti

Kéd EOE

Nazev metodiky Stanoveni stladitelnosti

_ CSN EN ISO 17892-5: Geotechnicky prizkum a zkou$eni —
Norma, postup, zdroj Laboratorni zkousky zemin — Cast 5: Zkouska stlagitelnosti
v edometru postupnym pfitézovanim; 2017

ziskané parametry, znatka, Edometricky modul, Eqeq, kPa; Soucinitel stladitelnosti, C,
jednotky bezrozmérné

. Do 700 g v zavislosti na rozmérech vzorku a objemové
Navazka

hmotnosti
Vychozi stav vzorku Bentonit o nizké vihkosti
Pocet méfeni 1
Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou
Specificky pfistup Ano
Doporucena oblast vyuziti Material s nizkou vihkosti
Popis

Méfeni se provadi v edometru za postupného zatézovani. Z divodu omezeni bobtnani probiha
zkouska bez syceni a na vzorku o nizké vlhkosti. Bentonit je umistén a zhutnén na
pozZadovanou objemovou hmotnost susiny pfimo v edometrickém prstenci. Prstenec musi
omezovat boc¢ni dilataci a nesmi mit mensi primér nez 35 mm a pomér priméru a vysky
prstence nesmi byt mensi nez 2,5 mm. Vyska prstence musi splnit dvé podminky. Témi jsou
minimalni vyska 12 mm a sou€asné vyska prstence musi byt padesatkrat vétsi nez nejvétsi
prameér zrna. Druha podminka plati pro peletizovany material.

Pro jednotlivé intervaly zatizeni a jim odpovidajici deformaci (pfetvoreni) vzorku se stanovi
edometricky modul a soucinitel stlacitelnosti.

Popis uprav pro bentonit

ZkouSka probiha bez syceni pfi velmi nizké vlhkosti za u€elem omezeni bobtnani.
Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU

Vhodné pro material s nizkou vihkosti.

Duvod hodnoceni

Jde o upravu postupu standardizovaného pro nebobtnavé zeminy s cilem zabranit bobtnani
vzorku. V té chvili by Slo o méfeni bobtnacich schopnosti bentonitu (viz kap. 2.2.9.2).
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2.2.10 Stanoveni konzistenénich mezi

2.2.10.1 Stanoveni meze tekutosti kuzelovou metodou
Kaéd WL_cone
Nazev metodiky Stanoveni meze tekutosti kuzelovou metodou

CSN EN ISO 17892-12: Geotechnicky prizkum a
Norma, postup, zdroj zkou$eni — Laboratorni zkousky zemin — Cast 12:
Stanoveni meze tekutosti a meze plasticity; 2018

Ziskané arametry, znacka, . .
P Yy VIhkost na mezi tekutosti, wi, %

jednotky
Navazka 200 ¢
Vychozi stav vzorku VysuSeny, namlety, prosaty sitem 0,4 mm
Pocet mé&feni 1
Hodnoceni metodiky Vhodna; doporucena
Specificky pfistup Ano
Doporu€ena oblast vyuziti VSechny vzorky
Popis

VysuSeny, podrceny a prosaty vzorek se smicha s vodou a dikladné promicha. Vzorek se
necha ustalit po dobu 24 hod v exsikatoru s vodou. Dale je vytvofena pasta umisténa do
testovaci nadoby a zemina se seSkrabne rovnatkem, aby vznikl hladky rovny povrch. Nadoba
se vzorkem se umisti pod kuzel. Spusti se penetra¢ni kuzel a necha se po dobu 5 + 1 s ustalit.
Zaznamena se hloubka priniku kuzele s presnosti na 0,1 mm. Provede se opakovani méfeni
a pokud rozdil vyhovuje, odebere se 15 g vzorku ze stfedu nadoby pro stanoveni vihkosti. Ke
zbytku materialu se opét pfida malé mnozstvi vody vzorek se dikladné promicha a cely postup
se opakuje, dokud neziskame 4 body s rlznou vihkosti materialu. Mez tekutosti se stanovi
interpolaci jako vihkost pfi urCité penetraci (20 nebo 10 mm, zavisi na typu pouzitého
penetracniho kuzelu).

Popis uprav pro bentonit

Norma doporucuje pro vysoce plastické zeminy dobu maceni 24 hodin. Tuto dobu je pro
bentonit nutné brat jako minimalni. Pfi vyhodnoceni a prezentaci vysledkll meze tekutosti
bentonitl je vhodné uvadét dobu maceni zkusebniho vzorku.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou.
Davod hodnoceni

Mezinarodné pouzivany osvédCeny postup. Jedna se metodu s dobrou opakovatelnosti. Pro
stanoveni meze tekutosti je doporu¢eno pouzivat tuto metodu.
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2.2.10.2 Stanoveni meze tekutosti Casagrandeho metodou

Kad WL_Cas
Nazev metodiky Stanoveni meze tekutosti Casagrandeho metodou
CSN EN ISO 17892-12: Geotechnicky prizkum a

Norma, postup, zdroj zkou$eni — Laboratorni zkousky zemin — Cast 12:
Stanoveni meze tekutosti a meze plasticity; 2018

Ziskané arametry, znacka, . .
P Y VIhkost na mezi tekutosti, w, %

jednotky
Navazka 200¢
Vychozi stav vzorku Vysuseny, namlety, prosaty sitem 0,4 mm
PocCet méfeni 1
Hodnoceni metodiky Vhodna
Specificky pfistup Ano
Doporu€ena oblast vyuziti VSechny vzorky
Popis

Priprava vzorku je stejna jako v pfipadé pouziti kuzelové zkousky. Vytvofena pasta zeminy se
vloZi do testovaci misky o maximalni vySce vrstvy 10 mm. Pomoci drazkovaciho nastroje je
vytvofena ve vzorku drazka. Poté dochazi ke sklepavani vzorku rychlosti pfiblizné 2 udery za
vtefinu. Pocita se pocCet uderl a sleduje se drazka ve vzorku, ktera by se méla uzavirat
stékanim zeminy. Jakmile se drazka uzavfe na délku 10 mm, pfestane se sklepavat testovaci
miska a zaznamena se pocet uderll. Pokud je pocet uderd v pozadovaném rozsahu, odebere
se 15 g vzorku pro stanoveni vihkosti. U zbyvajiciho vzorku se upravi obsah vody, dikladné
promicha a cely postup se zopakuje. Vysledkem méfeni jsou 4 zkuSebni body s riznym
obsahem vody a pocCtem uder(. Mez tekutosti se stanovi interpolaci jako obsah vody
odpovidajici uzavieni drazky na 10 mm pfi 25 uderech.

Popis uprav pro bentonit

Norma doporuéuje pro vysoce plastické zeminy dobu maceni 24 hodin. Tuto dobu je pro
bentonit nutné brat jako minimalni. Pfi vyhodnoceni a prezentaci vysledkll meze tekutosti
bentonitl je vhodné uvadét dobu maceni zkuSebniho vzorku.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou
Davod hodnoceni

Casagrandeho metoda stanoveni meze tekutosti je nachylnéjsi na vznik/ velikost nejistot
vlivem lidského cCinitele nez zkouska kuzelova. Kromé toho u vysoce plastickych zemin (w.
od 80 %) zacinaji obé& metody poskytovat odlisné vysledky. Se zvysujici se hodnotou w, se
tento rozdil dale zvySuje.
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2.2.10.3 Stanoveni meze plasticity

Kaéd WP
Nazev metodiky Stanoveni meze plasticity
CSN EN ISO 17892-12: Geotechnicky prizkum a

Norma, postup, zdroj zkou$eni — Laboratorni zkousky zemin — Cast 12:
Stanoveni meze tekutosti a meze plasticity;2018

Ziskané aramet nacka . .
! P Y, z " VIhkost na mezi plasticity, wp, %

jednotky

Navazka 209

Vychozi stav vzorku Bez omezeni

PocCet méfeni 1

Hodnoceni metodiky Vhodna

Specificky pfistup Ano

Doporu€ena oblast vyuziti VSechny vzorky
Popis

Odebere se pfriblizné 15-20 g vzorku ze stanoveni meze tekutosti. Vzorek se necha ¢astecné
vyschnout tak, aby bylo mozné z néj vytvarovat kouli. Vytvofena kuliC¢ka zeminy se hnéte mezi
prsty a pfevaluje v dlanich az je natolik vysuSena, Ze a jejim povrchu zacnou byt viditelné
trhlinky. KuliCka se rozdéli na dvé poloviny. Kazda polokoule je rozdélena na tfi dalSi dily.
Kazdy dil je vytvarovan pomoci ukazovacku a palce do valeCku o priméru 6 mm. Takto
vytvofeny vale€ek je pak rovhomérnym pohybem prstl rozvalen do valeCku o priméru 3 mm.
Tento postup vytvareni valeCkl se opakuje tak dlouho, dokud nedochazi k rozpadu a lamani
vale€ku na mensi kousky. Rozlamané kousky valecku se vlozi do nadoby s vikem. Cely postup
se opakuje pro zbyvajici ¢asti polokoule, pficemz vSechny tfi dil¢i ¢asti polokoule se umistuji
do stejné nadoby s vikem. Stejny postup se opakuje pro druhou polovinu koule vytvofené
Z pasty. Rozlamané kousky jsou umistovany do druhé nadoby s vikem. Mez plasticity je
spocitana jako prameér vihkosti ze dvou zkousek (dvé nadoby s vikem).

Popis uprav pro bentonit

Je dulezité zachovat stejnou dobu maceni vzorku pro porovnatelnost méfeni. Norma
doporucuje pro vysoce plastické zeminy dobu maceni 24 hodin. Pfi vyhodnoceni a prezentaci
vysledku meze tekutosti bentonitt je vhodné uvadét dobu maceni zkusebniho vzorku.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou
Davod hodnoceni

Mezinarodné pouzivany postup pro stanoveni meze tekutosti. Jedna se jednoduchou metodu
s jednozna¢nym vyhodnocenim.
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2.2.11 Stanoveni termofyzikalnich viastnosti

2.2.11.1 Stanoveni soucinitele tepelné vodivosti
Kod THC
Nazev metodiky Stanoveni soucinitele tepelné vodivosti

ASTM D 5334-14 - Standard Test Method for Determination
of Thermal Conductivity of Soil and Soft Rock by Thermal
Needle Probe Procedure;

ASTM D 5930-17 Standard Test Method for Thermal
Conductivity of Plastics by Means of Transient Line-Source
Technique

Norma, postup, zdroj

Ziskane parametry, znacka, Soucinitel tepelné vodivosti, A, W-m K™

jednotky

Navazka Do 5000 g

Vychozi stav vzorku Bez omezeni

Pocet méfeni 6

Hodnoceni metodiky Vhodna

Specificky pfistup Ano

Doporucena oblast vyuZiti Vs8echny druhy vzorku
Popis

Soucinitel tepelné vodivosti Ciselné vyjadfuje mnozstvi tepla, které v ustaleném stavu prochazi
jednotkovym prafezem latky, pfi jednotkovém teplotnim gradientu za jednotku ¢asu. Metody
méfeni je mozné délit dle Siroké Skaly hledisek. Relevantni rozdéleni metod méfeni tepelné
vodivosti bentonitu je na metody stacionarni, kdy se méfi soucinitel tepelné vodivosti pfi
ustaleném teplotnim poli a nestacionarni, kdy méfeni probiha v neustaleném teplotnim poli.
Zakladni déleni tepelného zdroje je na zdroje liniové a bodové. Na trhu je cela fada pfistrojl
slouzicich k pfimému méfeni soucinitele tepelné vodivosti. Méfeni nestacionarni metodou je
vzdy zaloZzeno na analyze pribéhu Casové zavislosti teplotni odezvy na impulsy tepelného
toku do analyzovaného materialu. Tepelny impuls béhem méfeni nesmi dorazit na okraj sondy
ani vzorku. Tato podminka je oSetfena v technické specifikaci pfistroje uvedenim minimalniho
rozmeéru vzorku v zavislosti na predpokladaném souciniteli tepelné vodivosti. Pro zvoleni
vhodné metody méfeni je nutné zvazit druh vzorku (jeho geometrické vlastnosti) a fyzikalni
vlastnosti (u bentonitu hustota vzorku, vihkost)

Popis uprav pro bentonit

Vzhledem k testovani riznych druht vzorkd bentonitu je nutné pfizplsobit pouzitou metodu a
typ zdroje. Méfeni tepelné vodivosti je velmi obsahly obor, ktery nabizi Sirokou zakladnu metod
a pfistrojového vybaveni. Na tomto poli v podstaté neni omezeni, co se proveditelnosti méreni
tyka. Je vSak nutné peclivé volit metodu a pfistrojové vybaveni vhodné pro testovany druh
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bentonitu s pfihlédnutim na jeho fyzikalni stav (pfedevsim vihkostni a geometrické podminky).
VyuZivané jsou zejména nestacionarni metody pro svou jednoduchost a rychlost méfeni. Druh
sondy je nutné volit s pfihlédnutim k druhu materialu. Vzdy by mél byt zajistén co nejlepsi styk
sondy se vzorkem. Pro méfeni tepelné vodivosti prefabrikovaného bentonitu je obvyklé poZit

vvvvv

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou.

Pfistrojové problematické mize byt méfeni pIné nasycenych vzorka, tj. pfi vystaveni méficiho
zafizeni/ sondy bobtnacimu tlaku.

Duavod hodnoceni

Osvédceny postup pro stanoveni tepelné vodivosti materiald. Jedna se o metodu s dobrou
opakovatelnosti.

2.2.11.2 Stanoveni mérné tepelné kapacity
Kaéd HEC
Nazev metodiky Stanoveni mérné tepelné kapacity

ASTM D 5334-14 - Standard Test Method for Determination
of Thermal Conductivity of Soil and Soft Rock by Thermal
Needle Probe Procedure;

ASTM D 5930-17 Standard Test Method for Thermal
Conductivity of Plastics by Means of Transient Line-Source
Technique

Norma, postup, zdroj

Ziskané parametry, znaCka, Mérna tepelna kapacita, ¢, J.kg7t.K™; mérna objemova

jednotky tepelna kapacita, c,,J.m3.K™*
Navazka Do 5000 g

Vychozi stav vzorku Bez omezeni

Pocet méfeni 6

Hodnoceni metodiky Vhodna

Specificky pfistup Ano

Doporu€ena oblast vyuziti VSechny druhy vzorkud
Popis

Mérna tepelna kapacita je definovana jako tepelna kapacita hmotné jednotky (podil tepelné
kapacity objektu a jeho hmotnosti, popf. objemu), pfi€emz mérna tepelna kapacita ¢ znaci
mnozstvi tepla potfebné k ohfati 1 kg latky o 1 °C. Obvykle dostupné pfistrojové vybaveni
umoziuje pfimé méfeni tepelnych vlastnosti, kterymi jsou tepelna vodivosti s mérnou tepelnou
kapacitou.
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Popis uprav pro bentonit

Vzhledem k testovani riznych druht vzorkd bentonitu je nutné pfizpasobit pouzitou metodu a
typ zdroje. Méfeni tepelné vodivosti je velmi obsahly obor, ktery nabizi Sirokou zakladnu metod
a pfistrojového vybaveni. Na tomto poli v podstaté neni omezeni, co se proveditelnosti méreni
tyka. Je vSak nutné peclivé volit metodu a pfistrojové vybaveni vhodné pro testovany druh
bentonitu s pfihlédnutim na jeho fyzikalni stav (pfedevsim vihkostni a geometrické podminky).
Vyuzivané jsou zejména nestacionarni metody pro svou jednoduchost a rychlost méfeni. Druh
sondy je nutné volit s pfihlédnutim k druhu materialu. Vzdy by mél byt zajistén co nejlepsi styk
sondy se vzorkem. Pro méfeni tepelné vodivosti prefabrikovaného bentonitu je obvyklé pozit

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou.

Pristrojové problematické mize byt méfeni plné nasycenych vzork, {j. pfi vystaveni méficiho
zarizeni/ sondy bobtnacimu tlaku.

Duavod hodnoceni

Osvédc&eny postup pro stanoveni tepelné kapacity materiald. Jedna se o metodu s dobrou
opakovatelnosti.
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2.2.12

2.212.1

Kod

Nazev metodiky

Norma, postup, zdroj

Ziskané
jednotky

parametry,

Navazka
Vychozi stav vzorku
Pocet méfeni

Hodnoceni metodiky

znacka,

Stanoveni zrnitostniho slozeni

Stanoveni zrnitostniho slozeni sitovym rozborem

ZRN_SIT
Stanoveni zrnitostniho slozeni sitovym rozborem
CSN EN ISO 17892-4: Geotechnicky prizkum a

zkouseni — Laboratorni zkousky zemin — Cast 4:
Stanoveni zrnitosti (Sitovy rozbor); 2018

Zrmitostni slozeni, krivka zrnitosti

Dle maximalniho rozméru zrn (pelet)
Bez omezeni
1

Vhodna s podminkou

Specificky pfistup Ano

Doporucena oblast vyuZiti Pelety, granulované smési

Popis

Zkusebni vzorek je pfipraven délenim nebo kvartaci o minimalni hmotnosti dané maximalnim
primérem zrna. Material se proseje pres sadu sit s postupné klesajicim primérem oka az do
0,063 mm. Poté je stanovena hmotnost zeminy zachycené na jednotlivych sitech a hmotnost
materialu propadlého sitem 0,063 mm. Vysledkem zkoudky je soultova Cara v grafu
v semilogaritmickém znazornujici procentualini propady pfislusné jednotlivym velikostem zrn
(ok sit).

Popis uprav pro bentonit

Lze proveést pouze suchou metodou.
Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Pouze pro smési pelet nebo granulatu.
Duvod hodnoceni

Vzhledem k jemnozrnnosti bentonitu nelze provést zrnitostni rozbor jilovych &astic pomoci
prosévaci zkousky. Tato metoda je vhodna pouze pro stanoveni zrnitosti smési bentonitovych
pelet a Ize provadét pouze zkouSku suchou metodou na suchych vzorcich z divodu bobtnani
materialu pfi kontaktu s vodou.
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2.2.12.2

Kéd

Nazev metodiky

Norma, postup, zdroj

Ziskané
jednotky

parametry,

Navazka
Vychozi stav vzorku

Pocéet méreni

znacka,

Stanoveni zrnitostniho slozeni sedimentacni zkouskou

ZRN_SED

Stanoveni zrnitostniho slozeni sedimentaéni

zkouskou

CSN EN ISO 17892-4: Geotechnicky prizkum a
zkou$eni — Laboratorni zkousky zemin — Cast 4:
Stanoveni zrnitosti (Sedimentaéni zkouska, méfeni
pomoci hustoméru); 2018

Zrnitostni slozeni, kfivka zrnitosti

20-30 g
VysuSeny, namlety, prosaty sitem 0,063 mm

1

Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou/ Nevhodna

Specificky pfistup Ano

Doporucena oblast vyuziti Sypké/ rozdruzené vzorky

Popis

Stanovi se hmotnost vzorku a ten je umistén do vhodné nadoby. Dale je pfidano dispergaéni
¢inidlo s destilovanou vodou. Suspenze je dikladné promichana a prelita do odmérného valce
a doplnéna destilovanou vodou. Bez prodleni je do suspenze umistén hustomér a je méfen
Cas. V kratkych Casovych intervalech se provadi ¢teni hustoméru (nejméné 3 &teni béhem
prvnich 5 minut). Poté jsou provadéna ¢teni po delSich ¢asovych usecich (4, 8, 30, 60, 120
min, 6 a 24 hod). BEhem zkou$ky je zaznamenavana teplota. Na zakladé Stokesova zakona
je dopocitan pramér zrn a jejich procentualni zastoupeni.

Popis uprav pro bentonit

Vzhledem k bobtnani bentonitu pfi kontaktu s vodou dochazi k vyraznému ovlivnéni vysledki
zkouSky. Oproti postupu v normé je teoreticky mozné pouziti jiné kapaliny nez vody
v suspenzi, aby k bobtnani materialu nedochazelo.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Sypké, rozdruzené vzorky.
Davod hodnoceni

Standardizovana sedimentaéni metoda pro stanoveni zrnitostniho slozeni bentonitu neni
vhodna z ddvodu objemovych zmén materialu pfi kontaktu s vodou. Vysledky zkousky mohou
byt brany pouze jako orientaéni. Pfi pouziti jiné kapaliny nez destilované vody v suspenzi by
bylo nutné znat jeji parametry potfebné pro vypocCet rychlosti sedimentace. Obecné se
sedimentacni metoda pro stanoveni zrnitosti bentonitt nepouziva.
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2.2.13

2.2.13.1

Kod

Nazev metodiky

Norma, postup, zdroj

Ziskané parametry, znacka,

jednotky

Navazka

Vychozi stav vzorku

Pocet méfeni

Hodnoceni metodiky
Specificky pfistup
Doporu€ena oblast vyuziti

Popis

Pevnost v tlaku a smykova pevnost

Stanoveni pevnosti v prostém tlaku

RC
Stanoveni pevnosti v prostém tlaku
CSN EN ISO 17892-7 Geotechnicky priizkum a zkouseni —

Laboratorni zkougky zemin — Cast 7: Zkouska pevnosti
v prostém tlaku; 2018

CSN EN 1926 Zku$ebni metody pFirodniho kamene —
Stanoveni pevnosti v prostém tlaku; 2007

Pevnost v tlaku, Rc, kPa

330-12000 g v zavislosti na pozadované
hmotnosti susiny a rozmérech vzorku

objemové

Prefabrikovany bentonit o pozadované objemové hmotnosti
susiny a vlhkosti, nebo pevné kompaktni vzorky (napf. z in-
situ odbéru)

6
Vhodna s podminkou
Ne

Kompaktni, nenasycené vzorky

Pevnost vzorku v prostém tlaku vyjadfuje mezni napéti pfi poruseni za jednoosého tlakového
namahani. V pfipadé plastickych vzork( nemusi dojit k poruSeni a za mezni napéti se
povazuje napéti, které zplsobi 15 % vertikalni deformaci vzorku. Pravidelny vzorek bentonitu
je vlozen mezi tlacné desky lisu a je zahajeno plynulé a rovhomérné zatézovani. V prabéhu
zkous$ky je méfeno vertikalni zatizeni, popf. vertikalni deformace vzorku.

Pfi zkouSeni pevnosti v prostém tlaku bentonitovych prefabrikatd se vychazi z normy pro
testovani zemin nebo hornin. Minimalni prdmér vzorku norma pro testovani zemin uvadi
34 mm a pomér mezi vySkou a priimérem v pfipadé cylindrického vzorku ma byt 1,8-2,5 a
v pfipadé kvadrového vzorku by pomér vysky k délce hrany mél byt roven 2-2,8. Velikost
nejvétsiho zrna nema presahovat 1/6 priméru, resp. délky hrany vzorku. Norma pro testovani
hornin umoznuje vyuzit vzorky s pomérem 1:1.

Popis uprav pro bentonit

Nejsou.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU

Kompaktni, nenasycené vzorky.
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Duvod hodnoceni

Mezinarodné pouzivany, standardizovany postup je bez vyznamnych modifikaci vhodny pro
testovani bentonitovych prefabrikatd, nebo jinych pravidelnych, nenasycenych vzork.
Testovani plné nasycenych vzorl by vyzadovalo zabranéni objemovych zmén boénim tlakem

pfi zkouSce. Poté se v3ak jiz nejedna o prosty tlak.

2.2.13.2

Kaod

Nazev metodiky

Norma, postup, zdroj

Ziskané parametry, znacka,
jednotky

Navazka

Vychozi stav vzorku
Pocet mé&feni
Hodnoceni metodiky

Specificky pfistup

Doporu¢ena oblast vyuziti

Stanoveni smykovych parametra krabicovou smykovou zkouskou

SM_kr

Stanoveni smykovych parametrti krabicovou smykovou
zkouskou

CSN EN ISO 17892-10 Geotechnicky prizkum a zkouseni
— Laboratorni zkousky zemin — Cast 10: Krabicova smykova
zkouska; 2019

Soudrznost, ¢, kPa; uhel vnitfniho tfeni, ¢, ©

50-3000 g v zavislosti na velikosti vzorku a pozadované
objemové hmotnosti

Bentonit o poZzadované vihkosti
1 sada Cita 4 zkouSky

Vhodna s podminkou

Ne

Praskovy bentonit, peletizovany bentonit, v nenasyceném
stavu

Popis

Pri vyuziti krabicového pfistroje probiha zkousSka smykové pevnosti za odvodnénych a
konsolidovanych podminek. Prostfednictvim této zkouSky jsou stanoveny efektivni parametry
smykové pevnosti, kterymi jsou soudrznost a uhel vnitiniho tfeni. Norma zminuje dvé metody
ur¢eni smykovych parametru, test v krabicovém pfistroji a test v kruhovém smykovém pfistroji.
Pro ur&eni efektivnich parametr(l smykové pevnosti bentonitu je vhodné;jsi krabicova zkouska.
Pomoci kruhového pfistroje jsou stanovovany zejména rezidualni efektivni parametry
smykové pevnosti.

Zkusebni vzorek se v krabicovém pfistroji zatizi stalym normalovym napétim. Po konsolidaci
vzorku se vnas$i plynule vzristajici smykové zatizeni pfi konstantni rychlosti smykového
posunuti. Zkouska je ukon€ena usmyknutim vzorku. Kazda zkouska je provadéna pro 4
zkuSebni krabice, pro normalna napéti rovnych zpravidla 50, 100, 150 a 200 kPa. Konsolida¢ni
¢ast zkouSky musi byt v pfipadé bentonitu dostateéné dlouha z divodu disipace poérového
tlaku. Poté jsou efektivni smykové parametry rovny totalnim parametrim. Bentonit je do
krabicového pfistroje hutnén po vrstvach za dosaZeni poZadované objemové hmotnosti
suSiny. Vzorek mulze byt také pfipraven mimo pfistroj ve vhodné formé a poté pfemistén.
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Minimalni vySka vzorku musi byt 20 mm. Minimalni velikost hrany krabicového boxu musi byt
50 mm. Pomér mezi Sifkou vzorku a jeho vySkou by nemél byt vice jak 2,5.

Popis uprav pro bentonit
Nejsou
Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU

Je nutné zvazit technické moznosti zafizeni (mechanicka odolnost, zatizitelnost), které pro
vySSi objemové hmotnosti susiny bentonitu mohou byt nedostatecné v pfipadé, ze by byl
vzorek sycen a tim doslo k vyvoji bobtnaciho tlaku. | vzhledem k problematice (nutné dobé)
disipace pérového tlaku je vyuziti vhodné pro nenasycené vzorky.

Duavod hodnoceni

Mezinarodné pouzivany osvédceny postup pro stanoveni parametri pro zeminy, nicméné
specifické chovani plastickych zemin — bentonitd vyzaduje dané omezeni.

2.2.13.3 Stanoveni smykové pevnosti zkouskou v prostém tlaku
Kéd SM_tl
Nazev metodiky Stanoveni smykové pevnosti zkouskou v prostém tlaku

CSN EN ISO 17892-7 Geotechnicky prizkum a zkouseni —
Laboratorni zkousky zemin — Cast 7: ZkouSka pevnosti
v prostém tlaku; 2018

Norma, postup, zdroj

Ziskané t Ck

) ISkane parametry, znacka, Smykova pevnost, c,, kPa
jednotky

330-12000 g v zavislosti na objemové hmotnosti susiny a

Navazka N
rozmérech vzorku

Vchozi stav vzorku Kompaktni pevny vzorek o stupni nasyceni blizicim se

k jedné
Pocet méfeni 6
Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou
Specificky pfistup Ne
Doporu€ena oblast vyuziti Kompaktni nasycené vzorky

Popis

Totalni parametr smykové pevnosti plné nasyceného bentonitu, nebo bentonitu blizko plného
nasyceni se ur€uje v ramci zkousky pevnosti v prostém tlaku. Zkouska spociva v rychlém
jednoosém zatizeni vzorku. Na zakladé tohoto zpuUsobu zatiZzeni je zkouska klasifikovana jako
neodvodnéna nekonsolidovana, a to z toho ddvodu, ze vlivem rychlého zatizeni nedojde
k disipaci pérového tlaku. Tomu dopovida méfeni parametru totalni soudrznosti c, pfiCemz
uhel vnitfniho tfeni je roven nule. Z uvedeného vyplyva, Ze smykova pevnost vzorku odpovida
totalni soudrznosti c,. Na zakladé Mohrovy teorie je smykova pevnost vzorku rovna poloviné
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dosazené mezni pevnosti v tlaku. Minimalni priimér vzorku norma uvadi 34 mm a pomér mezi
vySkou a primérem v pfipadé cylindrického vzorku ma byt 1,8-2,5 a v pfipadé kvadrového
vzorku by pomér vysky k délce hrany mél byt roven 2-2,8. Velikost nejvétsiho zrna nema
presahovat 1/6 praméru, resp. délky hrany vzorku. Tato podminka se tyka lisovaného
peletizovaného bentonitu.

Popis uprav pro bentonit

Ze své podstaty je tato zkouska vhodna pro jemnozrnné zeminy, tudiz je mozné postup bez
vyznamnych uprav pouzit pro bentonit.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU

Zkous8ky lze provést jen na pevnych vzorcich zachovavajicih si tvar (ij. stfedni a vySSi
objemové hmotnosti). Jedna se o prefabrikovany bentonit a neporusené kompaktni vzorky
bentonitu odebrané napfiklad z in-situ experimentu. Stuper nasyceni vzork( musi byt blizko
jedné. Vzhledem k bobtnani bentonitd a provedeni zkousky pfi nulovém bo¢nim tlaku nebude
nikdy vzorek pfi zkouSce zcela ve stavu plného nasyceni. Testovani plné nasycenych vzoru
by vyZadovalo zabranéni objemovych zmén boc¢nim tlakem pfi zkouSce. Poté se vSak jiz
nejedna o prosty tlak.

Duavod hodnoceni

Mezinarodné pouzivany, standardizovany postup pro stanoveni smykové pevnosti
jemnozrnnych zemin.
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2.3 Listy metodik — geochemické a transportni parametry

2.3.1 Stanoveni chemického slozeni pevného vzorku

Stanoveni chemického slozeni predchazi rozklady pevného vzorku kyselym, mikrovinnym
rozkladem nebo tavenim (napt. CSN EN 16173, CSN EN 16174, CGS 2021). Chemické
slozeni Ize stanovit pfimo spektroskopickou technikou rentgenové fluorescence (XRF, kap.
2.4.1). Soucasti stanoveni byva i stanoveni obsahu vody. SuSenim pfi 105 °C (kap. 2.2.1) se
ziskava obsah vody (oznaCovany jako H>O-) a Zihanim (kap. 2.3.1.1) se stanovi obsah vody
(oznacovany jako H>O+) z uvolnéné vody od 105 do 1000 °C.

v 7

2.3.1.1 Stanoveni ztraty zihanim

Kéd
Nazev metodiky
Norma, postup, zdroj

Ziskané parametry, znacka,
jednotky

Navazka

Vychozi stav vzorku
PocCet méfeni

Hodnoceni metodiky
Specificky pfistup
Doporu€ena oblast vyuziti

Popis

LOI
Stanoveni ztraty zihanim
CSN EN 15935: 2013

Uprava vzorku, souhrn t&kavych slozek pfitomnych ve
vzorku, hm. %

Min. 0,1 g

Prasek vysuseny (105 °C)
1

Vhodna

Ne

Bez omezeni

Bentonit je Zihan v peci pfi teploté¢ min. 1000 °C. Ztrata Zihanim (loss of ignition, LOI) je
vypoctena ze zmé&ny hmotnosti bentonitu pfed a po Zihani.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/ HU

Nejsou.

Duavod hodnoceni

Metoda je vhodna pro stanoveni celkového obsahu tékavych slozek v bentonitu. Je nezbytna
jako soucast stanoveni chemického sloZeni bentonitu.

2.3.1.2 Stanoveni chemického slozeni pevného vzorku pomoci ICP-OES

Kéd
Nazev metodiky

Norma, postup, zdroj

CC_ICP-OES
Stanoveni chemického slozeni pomoci ICP-OES
CSN EN 16170, Jelinek (2008), Dolnigek (2005)
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Ziskane parametry, znacka, Kvantitativni zastoupeni vybranych prvkd, hm. %, ppm, ppb

jednotky
Navazka Min. 0,5 g
Vychozi stav vzorku Prasek vysuseny (105 °C)
Pocet méfeni 1
Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou
Specificky pfistup Ne
Doporu€ena oblast vyuziti Bez omezeni
Popis

Vzorek je rozlozen (rozklad/taveni) a nasledné analyzovan na optickém emisnim spektrometru
s indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES). Detekéni limit: stovky ppt az desitky ppb
s ohledem na analyzovany prvek, matrici a analytické uspofadani.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou.
Davod hodnoceni

Stanoveni kvantitativniho zastoupeni prvkl ukazuje chemické slozeni zkoumaného bentonitu.

Optimalni pro stanoveni mnoha prvkl vedle sebe (multielement analysis). Optimalni pro
makroprvky (Na, K, Ca, Mg, Fe, Al). Velkou vyhodou je moznost pfimého stanoveni nekovu
(typicky S, P, Si).

Metoda je nevhodna pro lehké prvky (H, C, N).

2.3.1.3 Stanoveni chemického slozeni pevného vzorku pomoci ICP-MS

Kéd CC_ICP-MS
Nazev metodiky Stanoveni chemického slozeni pomoci ICP-MS
Norma, postup, zdroj CSN EN 16171, Jelinek (2008), Dolniéek (2005)

Ziskane parametry, znacka, Kvantitativni zastoupeni vybranych prvkd, hm. %, ppm, ppb

jednotky

Navazka Min. 0,5 g

Vychozi stav vzorku Prasek vysuseny (105 °C)
Pocet méfeni 1

Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou
Specificky pfistup Ne

Doporucena oblast vyuziti Bez omezeni
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Popis

Vzorek je rozloZzen (rozklad/taveni) a nasledné analyzovan na hmotnostnim spektrometru
s induk&né vazanym plazmatem (ICP-MS). Detekéni limit metody je pro vétSinu prvku je v Fadu
jednotek az stovek ppt susiny.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou.
Duvod hodnoceni

Stanoveni kvantitativniho zastoupeni stopovych prvku je vhodné jako dopliujici metoda k ICP-
OES nebo k silikatové analyze.

Metoda je nevhodna pro lehké prvky (H, C, N). Metoda je nevhodna pro makroprvky (Na, K,
Ca, Mg, Fe, Al, Si) z dlvodu pfili§ vysokych obsahl. Nutnost fedit zvySuje chybu stanoveni.

Pfesnost stanoveni je zavisla na upravé bentonitu, ktera samotnému vzorku predchazi, sorpci
zajmovych prvk( na latky, se kterymi vzorek pfichazi do kontaktu, a spektralnich interferencich
techniky ICP-MS.

2.3.1.4 Silikatova analyza

Kod SILA
Nazev metodiky Zakladni postup rozboru silikatd

CSN 72 0105-1, CSN 72 0106, CSN 72 0107, CSN 72 0109-
1, CSN 72 0110-1, €SN 72 0110-3, CSN 72 0111, CSN 72
0112-1, CSN 72 0113-1, CSN 72 0113-3, CSN 72 0114-1,
CGS (2021), Dolni¢ek (2005)

Norma, postup, zdroj

Ziskane parametry, znacka, Kvantitativni zastoupeni vybranych prvkd, hm. %

jednotky

Navazka Min.5¢g

Vychozi stav vzorku Prasek vysuseny (105 °C)
PocCet méfeni 1

Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou
Specificky pfistup Ne

Doporucena oblast vyuziti Bez omezeni
Popis

Vzorek o celkové navazce 0,2 g je rozklozen kyselym rozkladem (HF, HNO3;, H.SO.). Sije v
rozkladu zachycen kvantitativné ve formé K.,SiFs. Po rozpusténi je SiO, stanoven
alkalimetrickou titraci. Odparek z rozkladu je po rozpusténi pouzit pro stanoveni dalSich slozek
(TiOZ, A|203, F6203, MnO, CaO, MgO, NaZO, Kzo, Li20, P205). Nizké koncentrace A|203,
Fe,0s3, CaO, MgO jsou stanoveny metodou AAS. VySsi koncentrace Al,Os, CaO, MgO jsou
stanoveny titracné.
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P20Os a vysoké koncentrace Fe»Os3 jsou stanoveny spektrofotometricky.

BaO a SrO se stanovuje na AAS v totalnim kyselinovém rozkladu (HCIO4, HF, HBO,, HNO3,
navazka vzorku 1 g na 100 ml).

FeO se stanovuije titracné pfimo ze vzorku (navazka vzorku 0,4 g).

Karbonatovy uhlik je ze vzorku (navazka vzorku 1 g) uvolnén reakci s koncentrovanou HzPO4
a analyzovan pomoci spektrometricky.

Ctot a Stot je stanoven analyzatorem spektrometricky pfimo ze vzorku (navazka vzorku
0,12 g).

Fluoridy jsou ze vzorku uvolfiovany pomoci pyrohydrolyzy a jsou méfeny iontové selektivni
elektrodou (navazka vzorku 0,19 g).

Ztrata susenim (volna voda) a ztrata zihanim (souhrn tékavych slozek pfitomnych ve vzorku —
vazana voda, karbonatovy uhlik, organické latky, grafit, sira) jsou stanoveny vyssuSenim pfi
teploté 105 °C a zihanim pfi teploté 1050 + 5 °C ze vzorku (navazka 0,1 g).

Kontrola Uplnosti analytického stanoveni vSech slozek ve vzorku na sumu analyzy cca 100 %.
Vzorek namlety na analytickou jemnost v mnozstvi minimalné 5 g je rozlozen (chemicky
rozklad/taveni) a nasledné analyzovan metodou dle analyzovaného prvku — viz nize pfilozena
tabulka.

Tab. 6 Silikétova analyza dle CGS (2021)

Oxid Mez stanoveni| Metoda stanoveni ID zkuSebniho postupu
(%)
SiO; 0,1 Titrace Al Metody resortu - odd
1.1.3
TiO, 0,01 AAS All Metody resortu - odd.
1.15.1
AlLO3 0,01 Titrace, AAS A3 Metody resortu - odd.

1.1.4.1 (CSN 72 0109-1),
Al10 Metody resortu - odd.

1.1.4.2

Fe,Os3 0,01 Fotometrie, AAS A6 Metody resortu - odd.
1.1.7.3(CSN 720110-1), A7
Metody resortu - odd.
1.1.75

FeO 0,03 Titrace Al4 Metody resortu - odd.

1.1.7.6 (CSN 72 0111)

MgO 0,01 AAS do 5 %; nad 5 % titrace | A5 Metody resortu - odd.
1.1.9.3(CSN720114-1), A8
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Oxid

Mez stanoveni
(%)

Metoda stanoveni

ID zkuSebniho postupu

Metody resortu - odd.
1.1.9.1

MnO 0,001 AAS A7 Metody resortu - odd.
1.1.75

CaO 0,01 Titrace, AAS A4 Metody resortu - odd.
1.1.9.2(CSN720113-1), A8
Metody resortu - odd.
1.19.1

Li-O 0,001 AAS Al2 Metody resortu - odd.
1.1.131

Na,O 0,01 AAS A9 Metody resortu - odd.
1.1.121

K20 0,01 AAS A9 Metody resortu - odd.
1.1.121

P20s 0,005 Fotometrie Al1l3 Metody resortu - odd.
1.1.36.2 (CSN 72 0116-2)

CO, 0,05 IR spektrometrie A15 (CSN EN 15936,
metoda A, manual pfistroje)

Stot 0,01 Spalovaci metoda s IR|A16 (ISO 15178, CSN EN

detekci, metoda dle Eschka | 15936, metoda A, manual
(gravimetricky) pristroje), A17 (CSN 44
1379)

SOz* 0,05 Gravimetricky Al8 Metody resortu
1.4.18.2.1, (CSN 72 0117),
metoda A, manual pfistroje),
A17 (CSN 44 1379)

H,O- 0,05 VIhkost A20 Metody resortu 1.1.1.1,
(CSN 72 0102)

Ctot 0,01 Spalovaci metoda s IR|A16 (ISO 15178, CSN EN

detekci 15936, metoda A, manual

pfistroje)
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Oxid Mez stanoveni| Metoda stanoveni ID zkuSebniho postupu
(%)
LOI Ztrata z2ihanim | A24 Metody resortu 1.1.1.3,
gravimetricky, vypocet (CSN 72 0103)
Stopové prvky AAS A31 Metody resortu 1.1.10.1

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou.
Davod hodnoceni

Stanoveni kvantitativniho zastoupeni prvkd ukazuje chemické slozeni zkoumaného bentonitu.
Optimalni pro stanoveni makroprvkl (Na, K, Ca, Mg, Fe, Al, S, P, Si) v€etné lehkych prvku
(C). Nevyhodou je uprava vzorku specificka pro kazdy prvek samostatné. Velké mnozstvi
jednotlivych krokd Upravy vzorku a mnozstvi vedlejSich latek pouzivanych k upravé ovliviuji
pfesnost metody.
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2.3.2 Stanoveni obsahu forem uhliku

Kaéd CC_C
Nazev metodiky Stanoveni obsahu forem uhliku
Norma, postup, zdroj CSN EN 15936, ISO 10694

Ziskané parametry, znacka, Hmotnostni obsah forem uhliku, hm. %

jednotky

Navazka Min. 1,2 g

Vychozi stav vzorku Prasek

Pocet méfeni 1

Hodnoceni metodiky Vhodna

Specificky pfistup Ne

Doporucena oblast vyuziti Bez omezeni
Popis

Obsah organického uhliku (TOC) se stanovuje z rozdilu obsahu celkového a anorganického
(mineralniho) uhliku. Existuji i metodiky pfimého stanoveni TOC. Nejcasté&ji jsou zalozeny
na destruktivnim odstranéni organické hmoty (chemické oxidacni rozklady nebo tepelné
rozklady). Napf. TOC byl stanoven z mnozstvi CO; uvolnéného spalovanim vzorku do teplot
500 °C (Gazulla et al. 2012) &i 550 °C (Karnland 2010, Svensson et al. 2011) na spalovacich
analyzatorech LECO.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou.
Davod hodnoceni

Jedna se o standardizovanou metodiku stanoveni obsahu celkového (TC) a mineralniho (TIC)
uhliku. Obsah organického (TOC) uhliku se dopocitava z rozdilu TC a TIC. Znalost obsahu
forem uhliku, zejména organického, je dilezitd z pohledu koroze UOS v HU, nebot muze
slouzit jako zZivina pro mikrobialné indukovanou korozi.
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2.3.3 Stanoveni obsahu celkové siry (TS)

Kéd CC_TS
Nazev metodiky Stanoveni obsahu celkové siry
Norma, postup, zdroj ISO 15178:2000

Ziskané parametry, znacka, Hmotnostni obsah siry, hm. %

jednotky

Navazka Min. 0,12 g
Vychozi stav vzorku Prasek
Pocet méfeni 1

Hodnoceni metodiky Vhodna
Specificky pfistup Ne
Doporucena oblast vyuziti Bez omezeni
Popis

Metodika neposkytuje informace o obsahu jednotlivych forem siry. Z pohledu sulfidické koroze
UOS v HU je vhodné urgit prispévek sulfidu, piivodné obsazeného v bentonitu a metabolicky
zpracovaneho mikrobialni ¢innosti ze siranu.

Poznamka: Napf. Karnland (2010) stanovil sulfidickou siru z rozdilu ziskaného pfi spaleni vzorku pfi
1200 °C (celkova sira TS) a 800 °C (jiné formy siry, pfifadil siranu). Obsah sulfidické siry byl odvozen
ze silikatové analyzy (kap. 2.3.1.4) z rozdilu celkové siry a siranové siry (Cervinka a kol. 2018).

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou.
Duavod hodnoceni

Jedna se o standardizovanou metodiku stanoveni celkové obsahu siry. Znalost obsahu siry je
dllezita z pohledu sulfidické koroze UOS v HU.
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2.3.4 Termicka analyza

Kaéd TA
Nazev metodiky Termicka analyza
Norma, postup, zdroj Tan et al. (1986), Guggenheim a van Groos (2001)

Ziskané parametry, znacka,

jednotky Zaznamy studované veliCiny na teploté
Navazka Min. 10 mg, vétSinou 10-30 mg

Vychozi stav vzorku Prasek (pfi srovnavani riznych materiald vhodné o shodné

w)
PocCet méfeni 1
Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou
Specificky pfistup Ne
Doporucena oblast vyuZziti Bez omezeni

Popis

Termicka analyza je souborem metod, pfi nichz se méfi fyzikalni nebo chemické vlastnosti
pevnych latek jako funkce teploty (a popf. €asu). Zakladni metoda TA je termogravimetrie (TG)
zaznamenavajici zménu hmotnosti studovaného prasku pfi zahfivani az do 1000 °C. Z TG
kfivky nemusi byt zmény hmotnosti zifejmé, pouziva se proto prvni derivace zmény hmotnosti,
tj. derivacni termogravimetrie (DTG). Energetické zmény doprovazejici endotermické Cci
exotermické reakce (napf. zda byla uvolnéna volné vazana voda, doslo k fazovému pfechodu
nebo k rozpadu struktury) se vyhodnocuiji z teplotniho rozdilu mezi studovanym a referenénim
vzorkem, {j. diferenéni termicka analyza (DTA). Jako referen¢ni vzorek vétSinou slouzi prazdny
kelimek.

Odezva materiall béhem TA je ovlivnéna fadou faktor(l: pocateéni vlhkosti vzorku;
charakterem atmosféry pfi zahfivani (oxidacni €i inertni); rychlosti ohfevu, velikosti, tvarem a
povahou drzaku vzorku apod. Vysledkem je variabilita vysledkd TA. Proto neexistuji knihovny
k pfifazovani piku jako v pfipadé XRD ¢i IR.

V soucasnosti se termicka analyza bé&zné sdruzuje s analytickymi technikami, které analyzuji
slozeni plynd uvolnénych pfi tepelném rozkladu (evolved gas analysis, EGA), napf. IR
spektrometrii pro stanoveni TC a TS (viz kap. 2.3.2, 2.3.3). Ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii Ize zaznamenat celé spektrum plynnych produktld. Termicka analyza vSak
obecné neposkytuje kvantifikaci jednotlivych slozek.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou.
Duavod hodnoceni

TA zachycuje, jak se rizné parametry méni s teplotou, coz je vhodné ke kvalitativnimu
zhodnoceni testovanych materiald. Komplexnéjsi informace, avSak bez kvantifikace
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jednotlivych slozek, poskytuje analyza vyvinutych plyn ve spojeni TA s hmotnostni
spektrometrii. Aplikaci této metodiky pro testovani bentonitd by bylo vhodné podminit
vybudovanim znalostni a dovednostni zakladny se zamérenim na jednoznacné pfifazeni piku
pFispévkim jednotlivych slozek, pfFip. dekonvoluci slozenych pikl (s pomoci upravovanych
bentonitll, pfidavku mineralt apod.). Po zvladnuti téchto krok(l a pfipravé metodiky pro
kvantitativni analyzu bude pak mozné tuto metodiku zafadit mezi vhodné metodiky.
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2.3.5 Stanoveni mineralogického slozeni

Kod PXRD
Nazev metodiky Mineralogicka analyza metodou praskové rentgenové
difrakce (XRD)

Norma, postup, zdroj Napf. Moore a Reynolds (1997)

Ziskané parametry, znacka, Identifikace a charakterizace mineralld, stanoveni
jednotky semikvantitativniho slozeni

Navazka Min. 0,1 g, optimalné 15-20 g

Vychozi stav vzorku Prasek

PocCet méfeni 1

Hodnoceni metodiky Vhodna

Specificky pfistup Ne

Doporucena oblast vyuZziti Bez omezeni
Popis

Praskovy bentonit je v achatové misce upraven na analytickou jemnost (vzorek ,as received®).
K &asti vzorku je pfidan vnitfni standard (ZnO). Z casti vzorku je sedimentacdné (nebo
odstfedovanim) oddélena frakce pod 2 um. Z frakce pod 2 um jsou pfipraveny orientovany a
glykolovany preparat (Moore a Reynolds, 1997). V8echny vySe uvedené Casti vzorku jsou
analyzovany na praskovém difraktometru. Ziskané zaznamy jsou zpracovany v softwaru pro
vyhodnoceni XRD dat (napf. HighScore+, PANalytical, databaze PDF-4 2020).
Semikvantitativniho slozeni je stanoveno z analyzy preparatu obsahujiciho vnitfni standard
(napf. software Profex 4.2.1., Aparicio et al., 2020).

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/ HU

Ano, nepfesnost semikvantitativniho stanoveni v dusledku vlivu stupné hydratace a obsahu
amorfni faze.

Duavod hodnoceni

PXRD umoznuje analyzu fazového (mineralogického) slozeni a strukturni analyzu. Limit
detekce metody je v rozmezi od cca 0,1 do 0,5 hm.% v zavislosti na charakteru (krystalinité)
analyzované faze.

V pfipadé bentonitu je metoda citliva na vihkost vstupniho vzorku, ktera muze zkreslit celkové
vyhodnoceni. Diskutabilni z{istava stanoveni semikvantitativniho slozeni bentonitu véetné
stanoveni obsahu amorfni faze.
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2.3.6 Kationtova vyménna kapacita

Kationtova vyménna kapacita (cation exchange capacity, CEC) je parametr odrazejici
schopnost vzorku vyménovat si kationty pfi kontaktu s okolnim roztokem. V pfipadé jilovych
minerall muzeme CEC definovat jako celkovy permanentni negativni naboj, ktery vznika
izomorfni substituci kationtd ve strukturni mfizce jilovych minerall za kationty s nizsi valenci.
Nabojova neutralita je pak zajisténa pfitomnosti kationtd (vyménitelné kationty), které jsou
drzeny elektrostatickymi silami v mezivrstvi mezi jednotlivymi vrstviCkami jilovych mineralu.

Metodika stanoveni CEC spociva v kontaktovani pevné faze o znamé suché hmotnosti m (g)
s kapalnou fazi o znamém objemu V (l) obsahujici tzv. indexovy kationt o pocate¢ni
koncentraci co (mol/l) v uzaviené nadobé. Po zvolené dobé interakce se stanovi koncentrace
indexového kationtu ¢ (mol/l). Hodnota CEC (meg/100 g, miliekvivalent na sto gramu) se
vypocte dle vztahu (5):

CEC = (cp-¢)z10% = (5)

kde z je naboj indexového kationtu.

Dostupné metodiky stanoveni CEC se liSi v druhu a koncentraci indexového kationtu a poctu
interak&nich krokd. Indexovy kationt je volen tak, aby mél selektivni reakci v mezivrstvi
montmorillonitu. Toho se docili bud volbou extrémné selektivniho kationtu (napf.
organokovové komplexy Ag*, Cu?*, Ni?* ¢i Co®" atd.) nebo pouZitim vysoké koncentrace de
facto jakéhokoliv kationtu (H*, Cs*, NH4*, Ba®" atd.; vét$i naboj indexového kationtu je pro
ziskat i zastoupeni vyménitelnych kationtd (v zasolenych roztocich obecné nelze stanovit
nizké koncentrace vytésnénych kationtl). V nasledujicim vy¢tu metodik zmifujeme nejvice
pouzivané metodiky, pfip. metodiky maijici potencial k rozvoji. Metodiky vyuzivajici Ba?",
Ag-thiomoc&ovinu, methylenovou modr atd. zde proto nejsou rozebrany.

2.3.6.1 Stanoveni CEC pomoci Cu(ll)triethylentetraminu

Kéd CEC_Cu
Nazev metodiky Stanoveni kationtové vyménné kapacity pomoci Cu-trienu

Cervinka (2014) - vychazi z Bergaya a Vayer (1997), Meier a
Kahr (1999)
Kationtova vyménna kapacita, CEC % nejistota, meq/100 g,

Norma, postup, zdroj

Ziskané parametry, znacka, Pfip. ea/kg

jednotky Zastoupeni vymeénitelnych kationtd, %, meq/100 g pfip.
eg/kg

Navazka Min. 0,3 g, vétsinou 0,6-2 g
Prasek

Vychozi stav vzorku - vysuSeny (105 °C)

- 0 znamé w, ktera se ve vypoc¢tu CEC musi zohlednit do m

Pocéet méreni 3

69



Hodnoceni metodiky Vhodna; doporucena
Specificky specificky pfistup Ne

Doporucena oblast vyuziti Bez omezeni

Popis

Vystupem stanoveni CEC s pomoci Cu(ltriethylentetraminu jsou jednak hodnoty CEC
odvozené z Ubytku médi (s indexem metody stanoveni, CEC_VIS s vyuzitim spektrofotometrie
a CEC_AAS s vyuzitim atomové absorpcni spektrometrie) a ze sumy vytésnénych kationtd
(tzv. CEC_sum). Vztah (6) prezentuje vypocet CEC_sum pro hlavni vyménitelné kationty:

CEC_sum = (c_Na++c_K++c_CaZ+-2+c_CaZ+-2)-105-% , (6)

do vypocCtu Ize zahrnout vSechny stanovované kationty pomoci AAS se zohlednénim jejich
valence (napf. Fe®-3, Sr**-2, Cs*-1 apod.). Pfispévky jednotlivych vytésnénych kationtl
do CEC_sum se obvykle vyjadfuji ve formé procentualniho zastoupeni. Pfi vyhodnoceni
stanoveni je dulezité sledovat rozdil mezi jednotlivymi hodnotami CEC. VyS$Si hodnoty
CEC_sum oproti CEC_VIS &i CEC_AAS mohou znagit pfitomnost rozpustnych mineralnich
fazi. Je nutno mit na paméti, ze pfi stanoveni CEC dochazi jednak ke kationtové vyménnym,
ale i rozpoustécim reakcim. Vyhodnoceni zastoupeni jednotlivych kationtd na vymeénnych
pozicich montmorillonitu je tedy timto jevem ovlivnéno. ProtoZe nelze odlisit, jaky podil napf.
Na*® byl v mezivrstvi montmorillonitu a jaky vznikl rozpusténim rozpustného mineralu, byl
navrzen a aplikovan pfistup, opirajici se o vysledky analyzy vyluhovatelnych iontd (viz kap.
2.3.10.1), kterym se da zastoupeni jednotlivych kationtl na vyménnych pozicich
montmorillonitu vice pfibliZit (Kaspar et al. 2021, Cerna a kol. 2022). Nadhodnocené hodnoty
CEC mlzou byt také zplsobeny redox-senzitivitou Cu-trienu, ktera se projevuje u vzorkud
obsahuijici strukturni Fe?* (Hadi et al. 2016).

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou.
Davod hodnoceni

Stanoveni CEC je vhodnym indikatorem obsahu montmorillonitu (pokud v materialu neni
pfitomen dalsi kationtovy méni¢). Hodnota CEC linearné koreluje s obsahem montmorillonitu.
Metodika CEC_Cu navic umoznuje stanovit zastoupeni hlavnich vyménitelnych kationt, proto
ji hodnotime jako nejvhodné&j$i metodiku pro stanoveni CEC.

2.3.6.2 Stanoveni CEC pomoci Co(lll)hexaaminchloridu

Kod CEC_Co

Nazev metodiky Stanoveni  kationtové  vyménné  kapacity = pomoci
Co(lll)hexaaminchloridu

Norma, postup, zdroj ISO 23470:2018, Hadi et al. (2016)
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Kationtova vyménna kapacita, CEC % nejistota, meq/100 g,

Ziskané parametry, znacka, pip. eq/kg
jednotky Zastoupeni vymeénitelnych kationtt, %, meq/100 g, pfip.
eg/kg
Navazka Min. 0,3 g, vétSinou 0,6-2 g
Prasek
Vychozi stav vzorku - vysuSeny (105 °C)
- 0 znameé w, ktera se ve vypoc¢tu CEC musi zohlednit do m
Pocet méfeni 3
Hodnoceni metodiky Vhodna

Specificky specificky pfistup Ne

Doporucena oblast vyuZiti Bez omezeni

Popis

Jedna se o metodiku identickou s CEC_Cu v jejim provedeni, vystupech i nejistotach; vyuziva
se zde oranzové Cinidlo hexaaminchloridu kobaltitého.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou.
Duvod hodnoceni

Stanoveni CEC je vhodnym indikatorem obsahu montmorillonitu (pokud v materialu neni
pfitomen dalsi kationtovy ménic). Hodnota CEC linearné koreluje s obsahem montmorillonitu.
Metodika CEC_Co také umoziuje stanovit zastoupeni hlavnich vyménitelnych kationtud. |
pfestoze s ni nemame vlastni zkuSenosti, vzhledem k analogii s CEC_Cu, ji hodnotime jako
metodiku vhodnou pro stanoveni CEC.

2.3.6.3 Stanoveni CEC vyménou za Cs*

Kéd CEC_Cs
Nazev metodiky Stanoveni kationtové vyménné kapacity vyménou za Cs*
Norma, postup, zdroj Fernandez et al. (2004), Brynych (2010, 2011)

Ziskané parametry, znatka, Kationtova vymenna kapacita, CEC + nejistota, meq/100 g,
jednotky pfip. ea/kg

Navazka Min. 0,3 g, vétsinou 0,6-5 g
Prasek
Vychozi stav vzorku - vysuSeny (105 °C)
- 0 znamé w, ktera se ve vypoc¢tu CEC musi zohlednit do m
Podet méreni 3
Hodnoceni metodiky Vhodna
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Specificky specificky pfistup Ne

Doporucena oblast vyuZiti Bez omezeni

Popis

Méné Eastym postupem pro stanoveni CEC je vyuziti cesného kationtu. Fernandez et al 2004
pouzili 0,5 mol/l CsNOs, sledovali pokles koncentrace po interakci bentonitu FEBEX pfi jenom
poméru fazi (100 g/l), ale i koncentrace vytésnénych kationtd pomoci ICP-OES. Brynych
(2010, 2011) vyuzil analogie stanoveni CEC se sorpénim experimentem (viz kap. 2.3.9,
zejména SOR_nelin). S rostouci koncentraci cesia dochazi k nasyceni mezivrstvi a tim
zakfiveni sorp¢ni izotermy. Plato Langmuirovy izotermy (Qmax) pak odpovida hodnoté CEC.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou.
Davod hodnoceni

Stanoveni CEC je vhodnym indikdtorem obsahu montmorillonitu (pokud v materialu neni
pfitomen dalsi kationtovy méni¢). Hodnota CEC linearné koreluje s obsahem montmorillonitu.
Potencial metodiky vidime v moZnosti stanoveni vytésnéného Zeleza z mezivrstvi, pro které
nejsou metodiky CEC_Cu a CEC_Co spolehlivé (Hadi et al. 2016).

2.3.6.4 Stanoveni CEC vyménou za NHs*

Kod CEC_NH4

Nazev metodiky Stanoveni kationtové vyménné kapacity vyménou za NH,*

_ NFX 31 108:2002; Borden a Giese (2001); Amman (2003);
Norma, postup, zdroj Ammann et al. (2005)

Kationtova vyménna kapacita, CEC % nejistota, meg/100 g,
pfip. eq/kg
Ziskané parametry, znacka, Zastoupeni vyménitelnych kationtd, %, meq/100 g, pFip.
jednotky eqg/kg

Navazka Min. 0,3 g, vétsinou 0,6-2 g
Prasek
Vychozi stav vzorku - vysuSeny (105 °C)
- 0 znamé w, ktera se ve vypoc¢tu CEC musi zohlednit do m
Pocet méfeni 3
Hodnoceni metodiky Vhodna

Specificky specificky pfistup Ne

Doporucena oblast vyuZziti Bez omezeni
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Popis

Toto stanoveni predstavuje nékolik postupl liSicich se principem detekce NH.". Tzv.
amonnium-acetatova metoda je Casto povazovana za referenéni metodu stanoveni CEC.
Vzorek je nékolikanasobné kontaktovan s roztokem octanu amonného s cilem prevést vzorek
do NHas-formy. Piebyte€né amonné ionty jsou odstranény proplachy vodou a/nebo roztokem
ethanolu. Mnozstvi NH4* ve vzorku se stanovi postupem podle Kjeldahla (Amman et al. 2005)
nebo s vyuzitim amoniové selektivni elektrody (Borden a Giese 2001). Pro stanoveni
zastoupeni vyménitelnych kationtl se spiSe pouziva kontaktovani vzorku s roztokem chloridu
(Kozaki et al. 2005; Karnland et al. 2006; Higashihara et al. 2008) nebo thiokyanatanu
amonného (Muurinen et al. 2004), pfipraveného v roztoku ethanolu zabrafiujiciho rozpusténi
rozpustnych mineralu.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou.
Duavod hodnoceni

Stanoveni CEC je vhodnym indikatorem obsahu montmorillonitu (pokud v materialu neni
pfitomen dalsi kationtovy méni¢). Hodnota CEC linearné koreluje s obsahem montmorillonitu.
Potencial metodiky vidime v mozZnosti stanoveni vytésnéného Zeleza z mezivrstvi, pro které
nejsou metodiky CEC_Cu a CEC_Co spolehlivé (Hadi et al. 2016).
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2.3.7 Specificky povrch

Specificky mérny povrch (specific surface area, SSA) do znaéné miry ur€uje mnoho fyzikalnich
a chemickych vlastnosti materialt (adsorpce latek, bobtnani apod.). Nejvice do specifického
povrchu jilovych materidld pfispivaji vrstevnaté silikaty, které jsou znamy svym obrovskym
povrchem az 810 m?/g (Carter et al. 1986). Do odhadu obsahu expandabilnich mineral tak
stanoveni specifického povrchu vyznamné pfispiva (Pusch 2002), nebot SSA
neexpandabilnich vrstevnatych silikatll se pohybuje od 10 do 70 m?/g (Carter et al. 1986).
Princip stanoveni specifického povrchu spociva ve stanoveni mnozstvi adsorbované latky
na Casticich materialu po dosazZeni rovnovahy. Velikost mérného povrchu se odvozuje
Z kalibraéni kfivky ¢i empirického vztahu z nasorbovaného mnozstvi sorbentu na vzorku. Tyto
nepfimé metody Ize rozdélit do dvou hlavnich skupin:

e adsorpce nepolarniho plynu — vétSinou N2 pomoci metody BET
e adsorpce polarnich kapalin — vétSinou pomoci EGME

2.3.7.1 Stanoveni specifického povrchu pomoci adsorpce dusiku

Kod SSA_N2
Nazev metodiky Stanoveni specifického povrchu pomoci adsorpce dusiku
Norma, postup, zdroj Brunauer, Emmett a Teller (1938)
Ziskané parametry, znacka, Specificky povrch, SSA_N2 + nejistota, m?/g
jednotky Distribuce velikosti poru
Navazka Min. 0,1 g, vétSinou 0,25-0,6 g
Vychozi stav vzorku Prasek
Pocet méfeni 1
Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou
Specifiky pfistup Ne
Doporucena oblast vyuZziti Bez omezeni
Popis

Adsorpce dusiku (Casto oznaCovana jako BET metoda) je béznou technikou umoziiujici
stanoveni specifického mérného povrchu i distribuce velikosti pord. Vzorky se nejprve odplyni
ve vakuu, zvazi a ochladi externim kapalnym dusikem. Kapalny dusik slouzi pro udrZzovani
stalé teploty vzorku béhem méfeni. Postup spoliva v zaznamenani ustaleného
adsorbovaného mnozstvi molekul dusiku jako funkci tlaku plynného dusiku pfi konstantni
teploté pfi postupném zvysovani tlaku, tzv. adsopéni izotermy, a nasledné desorpéni izotermy
pfi snizovani tlaku zpét na vakuum. Naméfena adsorpéni a desorplni izoterma plynu
na studovaném materialu je fitovana rdznymi matematickymi modely, nejCastéji tzv. BET
modelem (Brunauer, Emmett, and Teller (1938) vychazejici z multimolekularni adsorp&ni
teorie).

Poznamka: Lze se setkat i s méfenim adsorpce jinych adsorbat(, napf. argon, krypton, oxid uhlicity.
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Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou
Davod hodnoceni

Protoze plyn nevstupuje do vS8ech poéru (mezivrstvi, Pusch 2002), ur¢i se touto metodikou
pouze nepatrna ¢ast celkového mérného povrchu bentonitl, tzv. vnéjsi povrch. Ziskané
parametry z metodiky stanoveni SSA pomoci adsorpce plynu jsou navic zavisla na zrnitostnim
sloZeni vzorku. Podminkou pouZiti této metodky je shodné zrnitostni slozeni studovanych
vzorku.

2.3.7.2 Stanoveni specifického povrchu pomoci adsorpce EGME

Kaéd SSA_EGME
Nazev metodiky Stanoveni specifického povrchu pomoci adsorpce EGME

Brazda a Cervinka (2016) — vychazi z metodiky Carter et al.

Norma, postup, zdroj (1986)

Ziskane parametry, znacka, gpecificky povrch, SSA + nejistota, m2/g
jednotky

Navazka Min. 4 g, vétSinou 10 g
Prasek
Vychozi stav vzorku - vysuseny (105 °C)
- 0 znamé w, ktera se musi do vypocCtu SSA zohlednit
Pocet mé&feni 3
Hodnoceni metodiky Vhodna, doporucena
Specifiky pfistup Ne
Doporu€ena oblast vyuziti Bez omezeni
Popis

Ethylenglykol-monomethylether (CAS 110-80-5), tzv. EGME, je polarni kapalina schopna
vstoupit i do mezivrstvi montmorillonitu, a to ve formé& monovrstvy molekul. PraSkové vzorky
se ekvilibruji v exsikatoru se solvatem CaCl.-EGME. Piebytek EGME se odstrariuje evakuaci.
Povrch vzorku je pokryt monovrstvou molekul EGME, kdyZz je dosazeno rovnovahy mezi
parami EGME a EGME adsorbovanym na vzorku. Ze zmén hmotnosti vzorku se urcuje
mnozstvi adsorbovaného EGME. Vypocet hodnoty SSA EGME vychazi z pfedpokladu, ze
1 m? monomolekularni vrstvy vazi 0,286 mg EGME.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou
Davod hodnoceni

Stanoveni SSA_EGME je vhodnym indikatorem obsahu montmorillonitu; hodnota SSA_EGME
linearné koreluje s obsahem montmorillonitu.
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2.3.8 Difuzni koeficienty

Pro stanoveni difuznich koeficientd (zdanlivého D. a efektivniho De) v nasyceném
kompaktovaném bentonitu je k dispozici cela fad metod. Difuzni koeficienty jsou standardné
definovany vztahy (7) a (8):

Da=_ ) (7)

kde a (-) je kapacitni faktor, ktery odrazi retardaci specie v poréznim médiu v nasledku
sorpéniho zachytu, a pro linearni sorpéni izotermu (viz kap. 2.3.9.2) je definovan:

a= erp Ky, ®)

parametry € i pq a jejich stanoveni byly feSeny vySe. Na zakladé posledniho vyzkumu difazniho
chovani kompaktovaného bentonitu (Hofmanova a kol. 2019) se ukazuje jako vhodné déleni
metod podle toho, zda studovana specie difunduje skrz rozhrani externi roztok-filtr-vzorek i
nikoliv. Z nasledujicich listd metodik je patrné, Ze toto rozhrani mélo vliv i na hodnoceni
metodik, protoZze pfinasi problémy pfi vyhodnoceni téchto experimentl, a i interpretaci
ziskanych dat.

2.3.8.1 Stanoveni zdanlivého difazniho koeficientu metodou s planarnim

zdrojem
Kod DIF_PS
Nazev metodiky Stanoveni zdanlivého difuzniho koeficientu metodou
s planarnim zdrojem
Norma, postup, zdroj Hofmanova (2018)

Ziskane parametry, znacka, Zdanlivy difazni koeficient, D, + nejistota, m?/s

jednotky
Navaska Dvlev_ planované objemové hmotnosti a rozmérl cel,
vétsinou > 10 g
Vychozi stav vzorku Nasyceny kompaktovany bentonit
Pocet méfeni 1
Hodnoceni metodiky Vhodna
Specifiky pristup Zr?o, v pfipadé prace s radioaktivnimi stopovaci
Doporucena oblast vyuziti Bez omezeni
Popis

DIF_PS experimenty spocivaji v umisténi ploSného zdroje na povrch nasyceného vzorku.
Plosny zdroj pfedstavuje studovanou specii napipetovanou na povrch nasyceného vzorku
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(Sato et al. 1992; Idemitsu et al. 2016) nebo ve formé filtraniho papiru nasyceného
studovanou specii (Garcia-Gutiérrez et al. 2011; Aldaba et al. 2015). DIF_PS experiment Ize
realizovat ve dvou usporfadanich. V prvnim je plosny zdroj umistén mezi dva identické
nasycené vzorky, oznacujeme jako symetricky PS (sPS, symmetrical). Druhé uspofadani,
které oznaCujeme jako asymetricky PS (aPS, asymmetrical), je realizovano na jednom vzorku,
kdy po pfidani studované specie ve formé plodného zdroje je cela uzaviena slepym Celem
(Sato a Miyamoto 2004, Idemitsu et al. 2016). Po zvolené dobé difuze je bentonit nakrajen
na tenké platky a v platcich stanovena koncentrace studované specie. Vyhodnocenim
koncentraéniho profilu (data koncentrace studované specie v zavislosti na vzdalenosti
od zdroje) pomoci pfislusného analytického feseni migracni rovnice, pfip. numerickymi
modely, se ziskava hodnota D, (viz Hofmanova a kol. 2019).

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou
Davod hodnoceni

Jednoducha metodika s jednoznacnym vyhodnocenim pro jakykoliv stopovaé, ziskany
parametr neni zavisly na slozeni média pouzitého k nasyceni vzorku.

2.3.8.2 Stanoveni zdanlivého difuzniho koeficientu metodou poloviéniho blo¢ku

Kod DIF_HC

Nazev metodiky Stanoveni zdanlivého difuzniho koeficientu metodou
polovi¢niho blo¢ku

Norma, postup, zdroj Garcia-Gutiérrez et al. (2006, Aldaba et al. (2010)

Ziskané &K i )
Iskane parametry, znacka, - ; y4nlivy diftzni koeficient, Da + nejistota, m?/s

jednotky
Navaska Dvlev_ planované objemové hmotnosti a rozmérG cel,
vétSinou >10g
Vychozi stav vzorku Nasyceny kompaktovany bentonit
Pocet méfeni 1
Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou
Specifiky pfistup Ano, v pfipadé prace s radioaktivnimi stopovaci
Doporucena oblast vyuZiti Bez omezeni
Popis

Metodika difizniho experimentu s polovi¢nim blo¢kem (half-cell, HC) spociva ve spojeni dvou
nasycenych blo¢kl, z toho jeden blo¢ek je nasyceny studovanou specii. Specificky pfistup
v této metodice tkvi pravé v pfipravé nasyceného blo¢ku studovanou specii, zvlasté pak
s radioaktivnim stopovaéem. Po zvolené dobé difize je bentonit nakrajen na tenké platky a
v platcich stanovena koncentrace studované specie. Vyhodnocenim koncentra¢niho profilu
(data koncentrace studované specie v zavislosti na vzdalenosti od zdroje) pomoci pfislusného
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analytického fe$eni migracni rovnice, pfip. numerickymi modely, se ziskava hodnota D, (viz
Garcia-Gutiérrez et al. 2006).

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou
Davod hodnoceni

Méné Casta metodika, ziskany parametr neni zavisly na slozeni média pouzitého k nasyceni
vzorku, podminkou je otestovani provadéni a vyhodnocovani tymem projektu.

2.3.8.3 Stanoveni zdanlivého difuzniho koeficientu elektromigraéni metodou

Kéd EM

Nazev metodiky Stanoveni zdanlivého difuzniho koeficientu elektromigraéni
metodou

Norma, postup, zdroj Maes et al. (1999, Peckova (2016)

Ziskane parametry, 2nacka, - ;. i v difazni koeficient, Da  nejistota, m?/s

jednotky
Navaska Dvlev_ planované objemové hmotnosti a rozméru cel,
vétsinou > 10 g
Vychozi stav vzorku Nasyceny kompaktovany bentonit
PocCet méfeni série o min. 5 rdznych velikostech elektrického pole
Hodnoceni metodiky Vhodna
Specifiky pfistup Ano, experimentalni cela
Doporucena oblast vyuziti Bez omezeni
Popis

Alternativni technikou ke klasickym experimentiim pouzivanym k ziskani difuznich koeficientt
je elektromigra¢ni (EM) metoda vyuzivajici elektrické pole jako hnaci silu k pohybu iontovych
specii. Pro provadéni EM experimentl je zapotfebi specialni elektromigraéni cela a aparatura
umoznujici vlozeni stejnosmérného napéti na vzorek. V souCasnosti existuji velmi malo
pracovist disponujici touto technikou pro testovani jilovych materialll (v Japonsku, Belgii
v SCK-CEN, Nizozemi na TU Delft a v CR v UJV). Lze obecné& vyuzit dvé experimentalni
konfigurace, zaloZzené na difuzni metodé s planarnim zdrojem (PS) a s polovi¢nim blo¢kem
(HC). Narozdil od difuznich experimentt trvajicich dny az mésice, pfi EM technice staci
hodiny, poté je postup identicky — vzorek je nakrajen na tenké platky a v platcich stanovena
koncentrace studované specie. Vyhodnocenim koncentraéniho profilu (data koncentrace
studované specie v zavislosti na vzdalenosti od zdroje) Ize ziskat hodnotu D, a to pomoci
dvou metod vyhodnoceni (viz Maes et al. 1999, Peckova 2016).

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU

Vyuziti takovych materiald sou€asti EM cel, které nevedou elektricky proud.
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Duvod hodnoceni

Rychlé ziskani transportnich vlastnosti pro iontové specie, ziskany parametr neni zavisly
na sloZzeni média pouzitého k nasyceni vzorku, ma potencial pro vyuziti pfi studiu zmén
bentonitu v kontaktu s jinymi bariérovymi materialy, zejména cementy (napf. Sugiyama a Tsulji,
2008; Tanaka et al., 2018), které se v elektrickém poli vyznamné urychli.

2.3.8.4 Stanoveni difliznich koeficientu prinikovou difiizni metodou

Kéd DIF_TD
Nazev metodiky Stanoveni difuznich koeficientl prinikovou difuzni metodou
Norma, postup, zdroj Hofmanova (2018)
Ziskané parametry, znacka, Dvojice transportnich parametri + nejistota, nejcastéji De a
jednotky D,, pfip. Dea ¢, Daac

. Dle planované objemové hmotnosti a rozmérd cel,
Navazka

vétSinou > 10 g
Vychozi stav vzorku nasyceny kompaktovany bentonit

série 0 min. 5 rdznych hmotnostnich vihkostech pro jednu

Pocet méfeni .
objemovou hmotnost

Vhodna s podminkou pro neinteragujici specie

Hodnoceni metodiky Nevhodna pro interagujici specie

Specifiky pfistup Ano, ve vyhodnoceni
Doporucena oblast vyuZiti Bez omezeni
Popis

Pranikova difuzni metoda (through-diffusion, TD) je v souasnosti nejastéji pouzivanou
metodou. Vzorek nasyceného kompaktovaného bentonitu, oddéleny poréznimi filtry, je
umistén mezi dva roztoky v rezervoarech, pficemz jeden z nich obsahuje studovanou specii.
Monitoruje se prinik specie do druhého rezervoaru skrz vzorek, pfipadné i pokles koncentrace
specie v prvnim rezervoaru. Pro vyhodnoceni parametrd popisujicich difuzni transport se
Casto pouziva pouze Casova zavislost koncentrace ve vystupnim rezervoaru, tzv. prinikova
kfivka. Obecné Ize rozliSit Ctyfi konfigurace vedeni TD experimentu — udrzovani konstantni
koncentrace studované specie (C, constant) ¢i ménici se v ¢ase (V, variable) v jednom nebo
obou rezervoarech (fj. TD_CC, _CV, _VC, _VV). Nezbytnou souéasti metodiky TD je dle
nasSich zkuSenosti ziskani koncentracniho profilu ve vrstvé (+PRO) po skonéeni experimentu
(Hofmanova a kol. 2019). Rizné vedeni TD experimentu implikuje rizné specifické pfistupy
ve vyhodnoceni difuznich koeficientd. Problematika vyhodnocovani TD experimentld je
detailné zpracovana ve zpravé Hofmanova a kol. (2019).

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU

Vyuziti takovych materiall soucasti difuznich cel, se kterymi stopovac pfijde do styku, na
kterych se stopovac nesorbuje.
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Duvod hodnoceni

TD metoda je zajimavou komplexni metodou, hodnoceni vSak vyrazné ovliviiuje zpUsob
vyhodnoceni téchto experimentd. Pouze pfi pouziti metod vyhodnoceni zohlednujici difuzni
odpor oddélujicich filtrd je metodou vhodnou. Metody vyhodnoceni vhodné zohlednujici
rozhrani externi roztok-filtr-vzorek byly zatim zvladnuty pouze pro neinteragujici specie. Proto
je v soucCasnosti volena uroven nevhodna pro interagujici specie. Dalsi omezeni vhodnosti
metody vidime v dezinterpretaci a nespravnému porozuméni vlastnosti bentonitovych
materialll na zakladé ziskavaného De, ktery je zavisly na slozeni roztoku v rezervoarech.

2.3.8.5 Stanoveni difiznich koeficientt ,,in-diffusion“ metodou

Kod DIF_IN
Nazev metodiky Stanoveni difuznich koeficientl ,in-diffusion metodou
Norma, postup, zdroj Van Loon a Eikenberg (2005), Van Loon a Mller (2014)

Ziskané parametry, znacka, Dvojice transportnich parametrii £ nejistota, nejCastéji D. a
jednotky Da

Dle planované objemové hmotnosti a rozmérd cel,

Navazka -
vétSinou > 10 g

Vychozi stav vzorku nasyceny kompaktovany bentonit

série 0 min. 5 rdznych hmotnostnich vihkostech pro jednu

Pocet méfeni .
objemovou hmotnost

Hodnoceni metodiky Nevhodna

Specifiky pfistup Ano, ve vyhodnoceni

Doporucena oblast vyuZiti Pro silné sorbujici specie
Popis

Metodika in-difuze (in-diffusion, IN) je shodna jako u TD experimentu, pouze zde nedochazi
k pruniku specie do druhého rezervoaru. To se déje hlavné u interagujicich specii, napf. cesia.
Stanoveni koncentraéniho profilu (+PRO) ve vrstvé studovaného materialu po skonceni
experimentu byva tak ¢asto soucasti metodiky. Pro vyhodnoceni existuji pfislusna analyticka
feSeni, ale podobné jako u TD, nepocitaji s pfitomnosti filtrd. PFi pouziti sou€asnych
numerickych modell pro vyhodnoceni TD, a tedy i IN experimentu, nebylo mozné sou¢asné
nafitovat 3 ziskavané experimentalni datasety — pokles koncentrace ve zdrojovém rezervoaru,
nulovy pranik do cilového rezervoaru a koncentraéni profil ve vrstvé (Hofmanova a kol. 2019).

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU

Vyuziti takovych materialll soucasti difuznich cel, se kterymi stopova¢ pfijde do styku,
na kterych se stopovac nesorbuje.
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Duvod hodnoceni

Vzhledem k podobnosti s metodikou DIF_TD a jejim hodnocenim pro interagujici specie, pro
které je pravé DIF_IN technika vhodna, je volena uroven hodnoceni nevhodna. Az budou
odstranény problémy s vyhodnocovanim, tj. sou¢asném hledani modelové kfivky, ktera by
spolehlivé popsala experimentalni data poklesu koncentrace ve zdrojovém rezervoaru a
zaroven koncentracni profil ve vrstvé (a nulovy prunik do cilového rezervoaru), bude metodika
moci byt zafazena do kategorie vhodna s podminkou. Podminkou je zohlednéni zavislosti
ziskavaného D. naslozeni roztoku v rezervoarech, ktery vede k dezinterpretaci a
nespravnému porozumeéni difuze nabitych specii v nasyceném kompaktovaném bentonitu.
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2.3.9 Sorpc¢ni koeficienty

Sorpéni koeficienty se ziskavaji nejcastéji ze statickych davkovych experimentu (tzv. batch).
Metodika batch experimentl spociva v kontaktovani pevné faze o znamé hmotnosti m (kg)
s kapalnou fazi o znamém objemu V (m3®) obsahujici studovanou specii o pocatecni
koncentraci Co (mol'm3) v uzaviené nadobé. V uréitétm casovém okamziku se sleduje
rozdéleni studované specie mezi pevnou a kapalnou fazi, zpravidla stanovenim koncentrace
C (mol'm=3) v kapalné fazi po interakci. Koncentraci latky vazané na pevnou fazi q (mol-kg?)
Ize pak vypocitat ze vztahu (9).

Y
ml1

9=(Co-C) (9)

Z rozdili koncentraci studované specie, hmotnosti pevné faze a objemu kapalné faze se
v zavislosti na experimentalnich podminkach se dopocitavaji sorpéni koeficienty: Rq, Kq a
nelinearni sorpéni koeficienty (Kg, n, Ki, Qmax, atd.). V nasledujicim vyc&tu metodik zmifiujeme
tfi metodiky odvozeni sorp¢nich koeficientll z batch experimentl, zejména na zakladé
nejnovéjSiho pohledu na tuto problematiku (Hofmanova a kol. 2019).

Norma, postup, zdroj Vokal a kol. (2001), Hofmanova a kol. (2019)

Ne

Specificky pristup Ano, v pfipadé prace s radioaktivhimi stopovadi

Doporucena oblast vyuZiti Bez omezeni

2.3.9.1 Stanoveni distribuéniho koeficientu
Kéd SOR_Rd
Nazev metodiky Stanoveni distribuéniho koeficientu

Ziskane parametry, znacka, Distribu¢ni koeficient, Rq + nejistota, ml/g, pfip. m3kg

jednotky
Navazka Min. 1,5 g, vétSinou 2,25-6 g
Prasek
Vlychozi stav vzorku - vysuseny (105 °C)
- 0 znamé w, ktera se musi do vypoctu g zohlednit do m
Pocet méfeni 3
Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou
Popis

Experimentalnimi podminkami stanoveni Rq jsou jakékoliv podminky (doba interakce, pH,
sloZeni kapalné faze apod.). Distribu¢ni koeficient se vypocita ze vztahu (10):

(10)



a poskytuje informaci pouze o rozdéleni specie mezi pevnou a kapalnou fazi, nikoliv zda se
jedna o rovhovaznou sorpci a zda je linearni nebo nelinearni.

Poznamka: V literatufe se pro Rq objevuji rizna znaceni, nejéastéji Ka. Z pohledu modelovani transportu
je pouziti znaceni Kq zavadéjici, protoze implikuje pouze linearni sorpcni rovnovahu.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou
Duavod hodnoceni

Parametr Rq je zavisly na mnoha parametrech, pfi pouZiti shodnych experimentalnich
podminek Ize metodiku vyuzit k porovnavani sorp&nich vlastnosti bentonitovych materialu.

2.3.9.2 Stanoveni linearniho distribuéniho koeficientu
Kéd SOR_Kd
Nazev metodiky Stanoveni linearniho distribu¢niho koeficientu

Ziskane parametry, znacka, Linearni distribuéni koeficient, K4 £ nejistota, ml/g, pfip. m3kg

jednotky
Navazka Min. 5 g
Prasek
Vychozi stav vzorku - vysudeny (105 °C)
- 0 znamé w, ktera se musi do vypoctu q zohlednit do m
Pocet méfeni 1 (pfedstavuje sérii min. 4 riznych pomérd m/V &i Co)
Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou
Popis

Pro stanoveni Kq jsou nutné dvé podminky:

1. musi byt dosazena sorp¢ni rovnhovaha mezi pevnou a kapalnou fazi.

Doba kontaktu fazi se bud voli dostateéné dlouha, nebo se urci kinetickymi batch experimenty.
2. zavislost g = f(C), tzv. sorpCni izoterma musi byt linearni.

V pfipadé linearni zavislosti g na C je smérnici této zavislosti linearni distribu¢ni koeficient Kq
(tzv. Kg-model).

Lze obecné vyuzit dva pfistupy k ziskani zavislosti g na C. V prvnim pfistupu se pouziva
shodny pomér fazi m/V a méni se vstupni koncentrace studované specie Co. Druhy zpusob
spociva v pouziti jedné vstupni koncentrace studované specie a riznych poméru fazi.

Poznamka: Za urcitych podminek se R¢ miiZe rovnat Kq. objevuiji riizna znaceni, nejéastéji Ka. Z pohledu
modelovani transportu je pouziti zna€eni avadéjici, protoze implikuje pouze linearni sorp&ni rovnovahu.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
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Nejsou
Duvod hodnoceni

Parametr Ky je zavisly na mnoha parametrech, pfi pouZiti shodnych experimentalnich
podminek Ize metodiku vyuzit k porovnavani sorpcnich vlastnosti bentonitovych materialu.

2.3.9.3 Stanoveni nelinearnich sorp¢énich koeficientt
Kéd SOR_nelin
Nazev metodiky Stanoveni nelinearnich sorp&nich koeficientu

Ziskané paramet nacka L - L o
! P . 2 " Hodnota nelinearnich sorpénich koeficientll + nejistota

jednotky
Navazka Min.5 g
Prasek
Vychozi stav vzorku - vysuseny (105 °C)
- 0 znameé w, ktera se musi do vypoctu q zohlednit do m
Pocet méfeni 1 (pfedstavuje sérii min. 4 riznych pomérd m/V &i Co)
Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou
Popis

Pro stanoveni nelinearnich sorpénich koeficientd musi byt dosazena sorpéni rovnovaha mezi
pevnou a kapalnou fazi. VySetfuje se zavislost g na C a proklada se nelinearnimi sorp&nimi
izotermami (Freundlichova, Langmuirova, Dubinin-Radeshkevich apod.). Lze pouZzit také oba
experimentalni pfistupy jako u stanoveni Kg.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou.
Duavod hodnoceni

Parametry nelinearnich sorpcnich koeficientl jsou zavislé na mnoha parametrech, pfi pouziti
shodnych experimentalnich podminek Ize metodiku vyuzit k porovnavani sorpénich viastnosti
bentonitovych materiald.
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2.3.10 Analyza poérové vody

Interakci kompaktovaného bentonitu s (podzemni) vodou bude v bentonitu vznikat pérova
voda. Pod pojmem pérova voda bentonitu si pak pravdépodobné kazdy predstavi vodu, ktera
vypliiuje pory nasyceného kompaktovaného bentonitu. V pfipadé ,standardniho® porézniho
prostfedi je slozeni pdérové vody rovné vodé, kterou bylo nasyceno. To v8ak neplati pro
bentonit, jehoz charakteristické vlastnosti jsou odrazem parcialniho negativniho naboje
montmorillonitu (Birgersson et al. 2017).

Problematika porové vody a jejiho slozeni je pfedmétem debat jiz nékolik desetileti. Pfispély
k tomu dezinterpretace vysledkl prinikovych difuznich experimentd iontd, metodiky, které se
pouzivaly (a pouzivaji) ke stanoveni ,poérové“ vody, a to:

e vodné vyluhy za riznych pomérd pevné a kapalné faze,
e squeezing (tzv. vysokotlaka extrakce),

dale pak mikroskopické techniky.

To vedlo k pfedstavé nasyceného kompaktovaného bentonitu jako multiporézniho média
(s dualni porozitou), v kterém se uvazuji tfi druhy vody, voda volna (tzv. free water), difizni
dvojvrstva a mezivrstevna voda (Muurinen a Lehikoinen (1999), Bradbury a Baeyens (2002),
Wersin (2003). Za pérovou vodu je oznaCovana pouze voda volna (Bradbury and Baeyens,
2002).

V poslednich letech se objevuji prace, které vyvraci tento koncept a které dokazuji, ze
nasyceny kompaktovany bentonit ma pouze jeden typ péra (ij. mezivrstvenych), ktery je
vyplnény jednim typem vody, napf. Birgersson (2017); Birgersson a Karnland (2009);
Hofmanova a kol. (2019); Holmboe et al. (2012); Ohkubo et al. (2016). Tyto poznatky v3ak
nejsou i pres objektivni diikazy Siroce akceptovany.

V  mezivrstevnych poérech prevladaji mimofadné chemické podminky. Solvatované
vymeénitelné kationty nemohou kvdli siinym elektrostatickym silam opustit negativné nabité
vrstvy montmorillonitu. Pdérova voda tedy predstavuje silné koncentrovany roztok
vyménitelnych kationtd. Koncentrace kationtd kompenzujici negativni naboj jsou v rozmezi
2-4 mol/l v zavislosti na CEC a objemové hmotnosti bentonitu (Birgersson 2017; Birgersson et
al. 2017).

Protoze mame vlastni dikazy o tom, Zze pérova voda je jen jedna a Ze se jedna
o neelektroneutralni roztok (Hofmanova a Cervinka 2017; Hofmanova 2018; Hofmanova a kol.
2019), neni technicky mozné vodu od bentonitu oddélit a zanalyzovat. Z tohoto hlediska nelze
Zadnou z niZe popsanych metodik, béZné pouzivanych ke stanoveni pérové vody, povazovat
za vhodnou pro analyzu pérové vody, nebot poskytuji elektroneutralni roztoky. Tyto roztoky
v nasledujicim textu ozna¢ujeme jako vyluh nebo pérovy roztok. Soucasti analyzy chemického
slozeni ziskanych roztokd je stanoveni elektrochemicky parametrll, zejména pH, pfip.
elektrické mérné vodivosti a redoxniho potencialu.

2.3.10.1 Analyza vyluhovatelnych iontt

Kod LUH

Nazev metodiky Stanoveni vyluhovatelnych iontd
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Norma, postup, zdroj Napf. Fernandez et al. (2001)

Ziskané parametry, znaCka, Chemické slozeni bentonitového vyluhu véetné pH, pfip.

jednotky dalSich elektrochemickych parametra
Navazka Min. 10 g
Prasek
Vlychozi stav vzorku - vysuseny (105 °C)
- 0 znameé w, ktera se v prezentaci dat (m/V) musi zohlednit
Pocet méfeni 1 (pfedstavuje sérii min. 4 riznych pomérd m/V)
Hodnoceni metodiky Vhodna
Specificky pfistup Ne
Doporucena oblast vyuZiti Bez omezeni
Popis

Stanoveni chemického slozeni bentonitovych vyluhi se provadi pomoci analyzy
vyluhovatelnych iontll. Jedna se de facto o sorpéni experiment bez pouziti stopovace (viz kap.
2.3.9). Jako kapalna faze je nejCastéji volena destilovana voda, Ize vSak pouzit jakékoliv vodné
médium a sledovat tak jeho interakci se studovanym vzorkem (podzemni, cementové vody
apod.). Doba interakce fazi se voli dostatecné dlouha, aby byla dosaZzena rovnovaha mezi
pevnou a kapalnou fazi. Podobné jako u sorpnich experimentd, Ize také sledovat kinetiku
louzeni. Po interakci jsou kapalné faze (tj. bentonitové vyluhy) oddéleny od pevné faze
centrifugaci, Zfiltrovany pfes membranovy filtr a podrobeny analyze. Stanoveni se provadi pfi
rdznych pomérech pevné a kapalné faze (napf. 18,6-125 g/l v Cervinka a kol. (2018),
62,5-1000 g/l v Fernandez et al. (2001)). Pro lepSi navaznost se squeezingem jsou vhodné&jsi
vétSi poméry fazi. Napfiklad pro bentonit BCV byla experimentalné dosaZzena koncentrace
bentonitu max. 400 g/l v demineralizované vodé (Cerna a kol. 2022).

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou.
Davod hodnoceni

Jednoducha metodika poskytujici informaci o mnozstvi a slozeni vyluhovatelnych iontl za
rliznych podminek (slozeni kapalné faze, teplota, oxidacni podminky apod.).

2.3.10.2 Squeezing

Kod SQE

Nazev metodiky Squeezing

Norma, postup, zdroj Sachlova (2022)

Ziskané parametry, znatka, Chemické sloZeni pérového roztoku véetné pH, pfip. dalSich
jednotky elektrochemickych parametrt

Navazka Min. 30 g
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Zvlhéeny prasek

Vyehozi stav vzorku Nasyceny kompaktovany bentonit

Pocet méfeni 1
Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou
Specificky pfistup Ano
Doporucena oblast vyuziti S omezenim
Popis

Princip squeezingu (vysokotlaké extrakce) spociva v zatizeni zkoumaného vzorku tlakem
v fadech desitek MPa ve svislém sméru (Muurinen a Lehikoinen 1999; Fernandez et al. 2001).
V dusledku zatizeni vzorku dochazi k jeho stlaceni a vytlaeni tzv. pérového roztoku ze vzorku.
Pro provedeni je zapotiebi specialni extrakéni cela, z odoIiného materialu osazena pohyblivymi
pisty umozriujici jimani vytlaCeného roztoku, a hydraulicky lis. Pérovy roztok je jiman na
hornim i spodnim okraji extrakéni cely. Ziskany pérovy roztok je nasledné podroben analyze
vybranych specii, v€etné elektrochemickych parametru.

Stanoveni Ize provést na zvihéeném prasku nebo s (polo)nasycenym kompaktovanym
bentonitem. Pro charakterizaci bentonitu ve formé prasku se vétSinou voli C&tyfi rizné
hmotnostni vihkosti. Prasek je smichan s demineralizovanou vodou k dosazeni koncentraci
bentonitu 1000, 2000, 3000 a 4000 g/l a smési jsou ponechany v lednici tésné uzavieny
po dobu minimalné jednoho mésice prfed provedenim SQE. V pfipadé kompaktovaného
bentonitu musi mit studovany vzorek shodny priimér jako extrakéni cela. Po ukonéeni SQE je
vylisek vytlaten z cely a je v ném stanovena hmotnostni vihkost (2.2.1).

Omezeni pro vyuziti pro bentonit

Vzorek bentonitu musi obsahovat dostate€né mnozstvi vody. Hmotnostni vihkost by méla byt
vys8i nez 20 % (Fernandez et al. 2004).

Duavod hodnoceni

Squeezing je metodika poskytujici porovy roztok, ktery jisté odrazi chemické prostiedi
v bentonitu. Otazkou ale zlstava, jakou informaci o chemickém prostfedi poskytuje, zda
slozeni porového roztoku pfislusi pocateCni (vkladané do extrakéni cely) nebo koncové
koncentraci (vylisku) bentonitu. Je také mozné, z principu interakce bentonitu s externim
roztokem, poskytuje dokonce rozdil ve sloZeni roztoku mezi kone¢nou a po¢ateéni koncentraci
bentonitu. Hodnoceni metodiky odrazi tyto nejistoty.
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2.4 Listy metodik — spektroskopické a spektrometrické techniky

2.4.1 XRF
Kad XRF
Nazev metodiky Rentgenfluorescenéni analyza
Norma, postup, zdroj Svensson et al. (2017)

Ziskane parametry, znacka, Kvantitativni zastoupeni prvka, hm. %

jednotky

Navazka Min. 0,4 mg, vétSinou 1 g
Vychozi stav vzorku Prasek

PocCet méfeni 1

Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou
Specificky pfistup Ne

Doporucena oblast vyuziti Bez omezeni
Popis

Rentgenfluorescenéni analyza je zalozena na interakci vzorku s rentgenovym zafenim a
sledovani naslednych charakteristickych rentgenovych zafeni odpovidajici pfesunim
elektroni v elektronovém obalu atomd. Energie/vinova délka piku identifikuje prvek a
vyskal/intenzita piku obecné vypovida o jeho koncentraci. Protoze k vyrazeni elektron(
z vnitfnich slupek elektronového obalu dochazi snadnéji se zvySujicim protonovym cCislem, je
technika spolehliva zejména pro tezsi prvky. Svensson et al. (2017) pfiznava, Ze touto
technikou Ize spolehlivé urcit chemickeé sloZeni pro sodik a t&Z3i prvky.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou.
Davod hodnoceni

XRF pfedstavuje rychlou, snadno vyhodnotitelnou metodu s velmi vysokou
reprodukovatelnosti ur€eni chemického slozeni. Vzhledem k principu metody nelze spolehlivé
stanovit prvky lehéi nez sodik, proto je zafazena do metodik vhodnych s podminkou.
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2.4.2 Infracervena spektrometrie

Kaéd FTIR
Nazev metodiky Infralervena spektrometrie
Norma, postup, zdroj White a Roth (1986), Madejova a Komadel (2001)

Ziskané parametry, znaCka, -, G . - . y
P Y Zaznamy vibra€nich pasu v zavislosti na vinoctu

jednotky

Navazka Min. 0,4 mg, vétSinou 1 mg
Vychozi stav vzorku Prasek

Pocet méfeni 1

Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou
Specificky pfistup Ne

Doporucena oblast vyuziti Bez omezeni
Popis

InfraCervena spektroskopie se zabyva interakcemi infraterveného (IR) zafeni s hmotou. Pro
meéfeni (spektrometrii) se nejCastéji pouziva stfedni ¢ast IR zafeni (tzv. MIR), vymezena
vino¢ty 4000-400 cm?, v které se odehravaji vibracni, resp. vibraéné-rotaéni prechody
v molekulach. Vystupem je spektrum poskytujici zavislost intenzity zareni emitovaného,
absorbovaného nebo rozptyleného vzorkem na vino&tu (pfevracené vinové délce). Polohy
pasl byly na zakladé empirické zkuSenosti pfifazeny charakteristickym vibracim funkénich
skupin a chemickym vazbam. Pro prokazani pfitomnosti dané skupiny musi byt ve spektru
nalezeny vSechny absorpCni pasy, které ji charakterizuji.

Pro bentonitové materialy se v naprosté vétSiné pouziva méfeni v transmisnim médu. IR
zareni prochazi tenkou tabletou pfipravenou slisovanim smési 200 mg KBr a navazky vzorku.
Tabletu je vhodné vysusit pfi 105 °C a pfed méfenim uchovavat v exsikatoru se susidlem.
Méné Casté je méreni jilovych materiald technikou zeslabeného Uplného odrazu (Attenuated
Total Reflection, ATR) na méficim krystalu (nejCastéji ZnSe), kde je volena vétsi navazka na
pokryti krystalu.

Pravé citlivost IR spektrometrie na seskupeni skupin, ve kterych jsou atomy ve specifickych
prostfedich, umozriuje ziskat informace o sloZeni a struktufe i u materiald obsahujici amorfni
faze &i krystalické faze s neuspofadanou strukturou, pro které nelze pouzit techniky
rentgenové difrakce.

Poznamka: VSechny dnesni infracervené spektrometry vyuzivaji matematicky aparat, tzv. Fourierovu
transformaci, pfevadéjici interferogram z ¢asové Skaly do vinoc¢tové, odpovidajici jednomu skenu. Neni
tfeba tento fakt zdlUrazfiovat v nazvu techniky, byva ale bézné zohlednén ve zkratce metody (FTIR),
vhodnéjsi je namisto toho zdlraznit oblast €asti IR zareni (NIR, MIR a FIR).

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU

Nejsou.
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Duvod hodnoceni

Z principu IR spektrometrie plyne, Ze je to metoda vhodna pro identifikaci riznych funkénich
skupin a vazeb v mineralech, napf. substituce Fe & Mg za Al v oktahedrickych vrstvach,
pfitomnost karbonatovych a siranovych fazi. Reprezentuje tak metodiku komplementarni
k PXRD. Jednorazové méreni vzorku, navic extrémné malé navazky heterogenniho vzorku,
jakym jilové materialy jsou, a poskytnuti naméreného spektra bez intepretace hodnotime jako
nepfipustnou laboratorni praxi, avSak béznou. Aplikaci této metodiky pro testovani bentonitu
by bylo vhodné podminit vybudovanim znalostni a dovednostni zakladny se zaméfenim na
spravnou laboratorni praxi (vicenasobného méfeni paralelnich navazek), na analyzu dat
pomoci vicerozmérnych statistickych metod a pfipadné na jednoznaéné pfifazeni pasu
funk&énim skupinam (s pomoci upravovanych bentonitll, standardnich materiald apod.). Pravé
dikladna analyza vicerozmérnych dat (= spekter) mGze odhalit drobné zmény, které lidské
oko nevyhodnoti. Dalsim naronym krokem, a¢ ne nemoznym, by bylo pfipravit metodiku i pro
kvantitativni analyzu, cennou pfi kvantifikaci zmén v bentonitu.
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2.4.3 Mossbauerova spektroskopie

Kaéd MOSS
Nazev metodiky Méssbauerova spektroskopie
Norma, postup, zdroj Kaufhold et al. (2017), Hadi et al. (2019)

Ziskane parametry, znacka, Zavislost intenzit zafeni na rychlosti gama zdroje

jednotky
Navazka Min. 0,4 g
Vychozi stav vzorku Prasek
Pocet méfeni 1
Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou
Specificky pfistup Ne
Doporucena oblast vyuziti Bez omezeni
Popis

Md&ssbauerova spektroskopie neni béznou technikou, vyZzaduje posuvny zdroj gama zareni,
pomérné velkou ¢asovou narocnost (nacitani spekter v fadech hodin az dnd) a netrivialni
zpracovani dat multiparametrickym fitovanim. V pfipadé pouZiti zdroje °'Co (pfeména
elektronovym zachytem na excitovany °’Fe emitujici gama zareni), je ale spolehlivou metodou
pro stanoveni oxidacniho stavu Zeleza. Detektor zaznamenava intenzitu paprsku
prochazejiciho vzorkem. Pocet, polohy a intenzity pikd v ziskanych spektrech odrazi lokalni
struktury magnetického a elektrického okoli zeleza, které se liSi v pfipadé oxidac¢nich stavu (O,
+l1, +11I). V pfipadé oxidu se Spatné uspofadanou krystalovou strukturou €i nanostrukturnich
oxidl je nutné méfit za nizkych teplot (heliovy kryostat — teploty 4,2-150 K, dusikovy kryostat
— teploty 95-296 K).

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou.
Davod hodnoceni

>"Fe Mdssbauerova spektroskopie se jevi jako velmi vhodna technika pro detailni studium fazi
obsahujici Zelezo v materialech. ProtoZe se nejedna se o rutinni a zavedenou metodiku pro
testovani bentonitli, zejména v CR, nelze bez vybudovani znalostni a dovednostni zakladny,
testovani na rliznych bentonitovych materialech a tim ovéfeni pfinosnosti ziskanych dat
relevantné zhodnotit metodiku jako vhodnou.
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2.5 Listy metodik — zobrazovaci techniky

2.5.1 Polarizaéni mikroskopie

Kéd PM
Nazev metodiky Polarizaéni mikroskopie
Norma, postup, zdroj Napt. Gregerova et al. (2002)
Ziskané parametry, znacka, Vizualizace struktury, identifikace mineral(, semikvantitativni
jednotky zastoupeni nejilovych minerald
Navazka Nepouziva se
Kusovy vzorek
Vychozi stav vzorku Nejilové mineraly vyseparované sitovanim nebo pomoci
tézké kapaliny
Pocet méfeni Variabilni
Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou
Specificky pfistup Ne
Doporu¢end oblast vyuziti Nejilové mineraly
Popis

Kusovy bentonit (odebrany in situ, nebo laboratorné pfipraveny) nebo zrnité nejilové mineraly
jsou zality rychletuhnouci pryskyfici a fezany na platky o tloustce setin milimetru. Z platkd jsou
pfipraveny vybrusy pfikryté krycim sklickem nebo leSténé. Vybrusy jsou analyzovany
na polarizacnim mikroskopu (nap¥. Gregerova et al., 2002).

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Ano.
Duavod hodnoceni

Zobrazovaci metoda vhodna k idenfikaci nejilovych minerald v bentonitu a k popisu
kontaktnich zén mezi bentonitem a okolnimi fazemi. Limitujicim faktorem jsou optické
vlastnosti minerald, zrnitost a rozliSovaci schopnost pouzivaného mikroskopu. Metoda je
nevhodna pro identifikaci jilovych minerald.
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2.5.2 Skenovaci elektronova mikroskopie

Kaéd SEM
Nazev metodiky Skenovaci elektronova mikroskopie
Norma, postup, zdroj Napf. Gonzalez-Santamaria et al (2021), Echlin (2009)

Ziskané parametry, znack P
skane paramelry, znacka, . Lalizace struktury

jednotky

Navazka Nepouziva se
Vychozi stav vzorku Kusovy vzorek

Pocet méfeni Variabilni

Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou
Specificky pfistup Ano

Doporuéend oblast vyuziti Nejilové mineraly
Popis

Kusovy bentonit (odebrany in situ, nebo laboratorné pfipraveny) je nafezan na platky, které
jsou vysuseny (napf. ve vakuové komore pfi 25 °C v P.Os dehydratované atmosfére a tlaku
10 Pa) a pokoveny (Gonzalez-Santamaria et al. 2021). Struktury jsou snimany skenovacim
elektronovym mikroskopem v rizném zvétSeni (obvykle nasobky prvnich desitek az tisicl) a
statisticky vyhodnoceny (Echlin 2009). SEM se ¢asto sdruzuje s rlznymi analytickymi
technikami, nejCastéji se s rentgenovou flourescenci s energiové disperznim spektroskopem
(SEM-EDX) umozZzhujici ziskat chemického sloZzeni na snimku.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Ano.
Duavod hodnoceni

SEM metoda je vhodna pro analyzu mikrostrukturnich vlastnosti v fadu jednotek pm.
V kombinaci s EDX umoznuje analyzu chemického slozeni jednotlivych fazi. Specialni vyznam
ma ve smyslu charakterizace pfechodovych zén mezi bentonitem a jinymi fazemi (napf. beton,
hornina), které nelze analyzovat oddélené.

Limitujicimi faktory metody jsou pfiprava vhodnych preparat, rozméry analyzovanych fazi
mensi, nez je rozliSovaci schopnost metody a kvantitativni a statistické vyhodnoceni
mikrostrukturnich dat. SEM-EDX analyza je &asové naroéna. V CR zaroveri chybi pracovisté,
které by mélo dostatec¢né zkuSenosti se SEM-EDX analyzou bentonitu.
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2.5.3 Transmisni elektronova mikroskopie

Kéd TEM
Nazev metodiky Transmisni elektronova mikroskopie
Norma, postup, zdroj Napf. Ayache et al. (2010)

Ziskané parametry, znack P
skane paramelry, znacka, . Lalizace struktury

jednotky

Navazka Nepouziva se

Vychozi stav vzorku Kusovy vzorek

Pocet méfeni Variabilni

Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou

Specificky pfistup Ano

Doporuéend oblast vyuziti Nejilové mineraly
Popis

Kusovy bentonit (odebrany in situ, nebo laboratorné pfipraveny) je vysu$sen pomoci
vysokotlakového vymrazovani (Studer et al. 2001) a zalit do pryskyfice, ze které jsou nafezany
platky. Platky jsou nasledné upraveny na mikrotomu a analyzovany na transmisnim
elektronovém mikroskopu. TEM se Casto sdruzuje s rlznymi analytickymi technikami,
nejCastéji se s rentgenovou flourescenci s energiové disperznim spektroskopem (TEM-EDX).
Snimky jsou graficky upraveny a statisticky vyhodnoceny. Na zakladé analyzy jednotlivych
¢astic jilovych mineralt je mozna jejich prfesna charakterizace (Huff et al., 1988, Matusewicz
et al., 2013, Pusch et al 2021).

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Ano.
Duavod hodnoceni

Transmisni elektronovy mikroskop (TEM) umoznuje identifikaci a strukturni charakterizaci
jilovych minerald o velikosti ¢astic v fadu jednotek nm. V kombinaci s EDX (TEM-EDX)
umoznuje analyzu chemického slozeni jednotlivych fazi.

Limitujicimi faktory metody jsou pfiprava vhodnych preparatd a kvantitativni a statistické
vyhodnoceni mikrostrukturnich dat. TEM (resp. TEM-EDX) analyza je éasové naroéna. V CR
zaroven chybi pracovisté, které by mélo dostatecné zkuSenosti s TEM (resp. TEM-EDX)
analyzou bentonitu.
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2.5.4 Vypocetni tomografie

Kaéd CT
Nazev metodiky Vypocletni tomografie
Norma, postup, zdroj Kozaki et al. (2001; Reijonen et al. (2020)

Ziskané parametry, znacka, 3D vizualizace

jednotky

Navazka Dle rozméru a zhutnéni vzorku
Vychozi stav vzorku Kompaktovany bentonit

Pocet méfeni Variabilni

Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou
Specificky pfistup Ne

Doporucena oblast vyuziti Bez omezeni
Popis

Vypocetni tomografie je nedestruktivni a tfidimenzionalni zobrazovaci technikou, ktera se
bézné pouziva v mediciné. V posledni dobé se zaCala aplikovat i na zobrazovani geologickych
poréznich vzorkd, jejich mikrostruktury, porozity a distribuci mineral(. Princip metody spociva
detekci miry zeslabeni rentgenového zafeni, které proslo postupné rotujicim vzorkem. Pocita¢
na zakladé série tomografickych snimkl (2D) zpracuje prostorové zobrazeni studovaného
vzorku (3D). Hodnoty Sedi voxell (3D pixeld) souvisi s koeficienty zeslabeni, které jsou zavislé
na hustoté a efektivnim atomovém Cisle materialu, ale také na energii zdrojového paprsku. Na
konecném snimku tedy svétlejSi voxely odpovidaji vySSi absorpci rentgenového zareni, a tim
i vy$Si hustotu nez tmavsi voxely. CT tedy neni schopno rozliSit mineraly s podobnou hustotou.
Velkou vyhodou je vS8ak moznost snimkovani nasycenych vzorkl, a to i uzavienych
v plastovych pytlicich €i nadobach, které absorbuji rentgenové zareni velmi malo.

PFi zkoumani bentonitovych materialt byla CT pouzita pfi studiu absorpci vody, bobtnaciho
chovani, vysychani a praskani, mikrostruktury, i transportu specii (Kozaki et al. 2001;
Takahashi 2013; Molinero Guerra et al. 2020; Reijonen et al. 2020). Limitujici, z pohledu
struktury montmorillonitu (nm méfitko), je rozliSeni pfistroji, které se bézné pohybuje
v desitkach ym (u-CT). Vhodnéjsi by bylo pouziti CT pfistroji s nanorozli§enim (nano-CT).

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU
Nejsou.
Davod hodnoceni

Vypocetni tomografie se jevi jako velmi vhodna technika pro vizualizaci bentonitovych
segmentd, zejména v nasyceném stavu. ProtoZze se nejedna se o zavedenou metodiku pro
testovani bentonitli, nelze bez vybudovani znalostni a dovednosti zakladny a aplikace
narizné bentonitové materidly za riznych podminek relevantné zhodnotit pfinosnost
metodiky pro testovani bentonitu.
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2.6 Listy metodik — mikrobiologické metodiky

Metody vyuzivané pfi studiu mikroorganismu ve vztahu k problematice testovani bentonitu Ize
rozdélit do &tyf zakladnich skupin, pfiCemz rozdéleni do téchto skupin souvisi mimo jiné i s
dalezitymi pojmy ,pfitomnost®, ,aktivita“, ,Zivotaschopnost* a ,kultivovatelnost® zjisténych
mikroorganism( — viz Tabulka 1. Prvni skupinou metodik jsou metody izolace DNA, které
predchazeji mnoha naslednym metodam ze zbylych tfech skupin. Do druhé skupiny (MB2)
patfi metodiky slouzici k detekci a kvantifikaci pfitomnych skupin mikroorganism(. Ty nam
struéné fe€eno podaji informaci zejména o tom, zda jsou sledované skupiny mikroorganism
ve vzorku pfitomny a v jakém mnozstvi, zaroven ale umi také odhalit pomér zivych bunék k
mrtvé biomase, hrubé oddélit hlavni skupiny (napf. archea a bakterie ¢i metabolické skupiny
bakterii) a odhalit pfipadné kultivovatelné organismy. Do tfeti skupiny (MB3) nalezi metodiky
studujici kvalitativni sloZzeni mikrobialnich spole€enstev. Tyto metody nam uméji dat jasnou
odpovéd na otazky o detailnim sloZeni a struktufe mikrobialniho spole€enstva, ale bez
moznosti je kvantifikovat. Kone¢né do Ctvrté skupiny (MB4) se fadi metody studia aktivni
frakce mikrobialniho spoleCenstva, které nam podaji informaci o metabolické aktivité
mikroorganismu ve studovaném vzorku. Aktivni mikroorganismy vzdy pfedstavuji pouze malou
podmnozinu celého mikrobialniho spoleCenstva. Jednotlivé skupiny i samotné metody detekce
tak maji své prednosti i limity a kazda je vhodna pro zodpovézeni rlznych typu otazek.
Metodicky postup mikrobiologickych analyz se navic mezi studiemi vzhledem k vyzkumnym
specifikim ve svych detailech obvykle lisi. Velmi detailni pfehled vétSiny aktualné vyuzivanych
metod pfi studiu mikroorganismi ve vztahu k HU shrnuje vyzkumna zprava TZ 552/2021
(Cerna et al., 2021).

Tabulkové shrnuté metody niZe pFedstavuji souhrn etablovanych a obecné relevantnich
pristupl pro mikrobiologické studium bentonitu nebo Ize pfedpokladat, Ze se jimi brzy stanou.
Dale existuje fada dalSich mikrobiologickych metod, jejichZ relevance vzhledem ke studiu
bentonitu neni dosud dostatecné& ovéfena, pfipadné se jedna o metody pouzZivané spisSe
okrajové &i jiz pfekonané. Tyto metody tedy nejsou v aktualnim prfehledu zahrnuté.

Tabulka 1 MozZny stav mikrobialnich bunék ve studovanych vzorcich (Taborowski et al., 2019).

Aktivita (= activity) bakterie jsou metabolicky aktivni, probiha v nich
pfemeéna latek a energie

PFitomnost (= presence) bakterie jsou pfitomné ve studovaném vzorku, ale bez
informace o jejich Zivotaschopnosti a metabolickém
stavu

Zivotaschopnost (= viability) bakterie jsou zivé a aktivni, nebo v dormantnich
stadiich schopnych navratu do metabolicky aktivniho
stavu

Kultivovatelnost (= cultivability) bakterie mohou byt kultivované za pouziti rdznych

tekutych médii ¢i vysevem na agarové plotny. Ne
v8echny  Zivotaschopné  mikroorganismy  jsou
kultivovatelné.
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2.6.1 lzolace DNA — Extrakce komercnim kitem

Kod MB1_EKK
Nazev metodiky Izolace DNA pomoci extrakce komerénim kitem
https://www.giagen.com/us/products/discovery-and-

translational-research/dna-rna-purification/dna-
purification/microbial-dna/dneasy-powermax-soil-kit/

Norma, postup, zdroj .
P P ) https://www.zymoresearch.com/products/genomic-dna-

clean-concentrator-10

(Engel et al., 2019a; Shrestha et al., 2022)

Ziskana vlastnost Purifikovana environmentalni DNA

Navazka 5-15 g v zavislosti na protokolu

Vychozi stav vzorku Bez omezeni — prasSek, suspenze, kompaktovany
bentonit

Pocet méfeni 9 vzorku + 1 izolaéni kontrola/kit

Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou

Specificky pfistup ano
Bez omezeni — praSek, suspenze, kompaktovany

Doporucena oblast vyuZiti bentonit

Popis (véetné uprav pro bentonit)

Prvnim krokem predchazejicim veSkeré mikrobiologické analyzy zalozené na DNA
(nekultivacni) je vzdy izolace DNA. Pfima izolace DNA z kompaktovaného bentonitu obvykle
neposkytuje dostateéné kvalitni vysledky. Proto pfed zaCatkem izolace DNA musi byt bentonit
nejprve za sterilnich podminek zhomogenizovan za postupného mirného protfepavani ve
sterilni vodé, a to az do upIného rozpplaveni (po dobu nékolika hodin). DNA ze vzorku
bentonitu je nasledné izolovana pomoci komeréniho kitu uréeného pro izolaci nukleovych
kyselin z pud DNeasy PowerMax® Soil DNA Isolation Kit (Qiagen) — detailni postup uvadi
vyrobce komeréniho kitu v pfilozené dokumentaci ¢i na svém webu (https://www.giagen.com).
Izolovana DNA je nasledné pfecCisténa a zakoncentrovana pomoci Genomic DNA Clean &
Concentrator kitu (Zymo Research) dle pokynu vyrobce.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU

Kvalita vSech genetickych metod zalozenych na DNA se odviji od kvality vyizolované DNA.
Izolace DNA z bentonitovych matric je extrémné narocna, nebot bentonit DNA velice efektivné
vaze pomoci elektrostatickych sil na svém povrchu, ¢imz dochazi k vyznamnému poklesu
efektivity izolace DNA ve srovnani se vzorky bez bentonitu (Engel et al., 2019a). Zpravidla je
nutné optimalizovat protokoly pro izolaci DNA z riznych typu bentonitl. PFi izolacich DNA
z typicky malo oziveného bentonitu hrozi téz veliké riziko kontaminovani vzork( externi DNA.
DalSi nevyhodou je vysoka ¢asova a finanéni naro¢nost izolaci DNA z bentonitu pomoci
komercnich kitll. Problematika metod zalozenych na DNA a dalSich nekultivanich pfistupt
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pro detekci mikrobialniho sloZeni v bentonitovém prostiedi je podrobné rozebirana v
(Mijnendonckx et al., 2021). Extrakéni protokol zalozeny na Qiagen soil kitech je pouzivan
bézné také v zahranicich projektech studujicich bentonit (Bernier-Latmani and Burzan, 2019;
Engel et al., 2019a).

Duvod hodnoceni

Jedna se o vhodnou metodiku po uvodni nutné optimalizaci pro kazdy bentonit.
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2.6.2 lzolace DNA - Fenol-chloroformova extrakce

Kéd MB1 EFCH
Nazev metodiky lzolace DNA pomoci fenol-chloroformové
extrakce

(Stroes-Gascoyne et al., 1997) - zakladni metodika,

Alternativni protokol (Povedano-Priego et al., 2021)

Ziskana vlastnost Purifikovana environmentalni DNA

Navazka 0,3-10 g v zavislosti na protokolu

Vychozi stav vzorku Bez omezeni — prasek, suspenze, kompaktovany
bentonit

Pocet méfeni Max 8 vzorku /1 izolace

Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou

Specificky pfistup Ano

Y . Bez omezeni — prasek, suspenze, kompaktovany
Doporucena oblast vyuziti bentonit P P P y

Popis (véetné uprav pro bentonit)

Prvnim krokem pfedchazejicim veSkeré mikrobiologické analyzy zaloZzené na DNA
(nekultivacni) je vzdy izolace DNA. Piima izolace DNA z bentonitu obvykle neposkytuje
dostatecné kvalitni vysledky. Proto pred zacatkem izolace DNA musi byt bentonit nejprve za
sterilnich podminek zhomogenizovan postupnym mirnym protfepavanim ve sterilni vodé ci
fosfatovém pufru (PBS), a to az do uplného rozplaveni (po dobu nékolika hodin). DNA ze
vzorku bentonitu je nasledné izolovana pomoci protokolu zalozeném na fenol-chloroformové
extrakci. Existuje fada modifikaci tohoto protokolu dle jednotlivych typld pracovist a
pouzivanych bentonitl. Fenol-chloroformova extrakce by dle literatury méla vykazovat vyssi
vytéZky DNA, neZ jiné standardné pouzivané izola¢ni postupy (Fru and Athar, 2008;
Povedano-Priego et al., 2021), problematické je vSak u této metody dosazeni dostatecné gisté
DNA pro nasledné aplikace zalozené na PCR.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU

Kvalita vSech genetickych metod zalozenych na DNA se odviji od kvality vyizolované DNA.
Izolace DNA z bentonitovych matric je extrémné narocna, nebot bentonit DNA velice efektivné
vaze pomoci elektrostatickych sil na svém povrchu, ¢imz dochazi k vyznamnému poklesu
efektivity izolace DNA ve srovnani se vzorky bez bentonitu (Engel et al., 2019a). Zpravidla je
nutné optimalizovat protokoly pro izolaci DNA z rliznych typ( bentonitd. Pfi izolacich DNA
z typicky malo oziveného bentonitu hrozi téz veliké riziko kontaminovani vzorka externi DNA.
Izolace DNA z bentonitu pomoci chloroformové/fenolchloroformové extrakce je o néco

Vv s
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izolaéni protokoly jsou zna¢né komplexni. Problematika metod zaloZzenych na DNA a dalSich
nekultivacnich pFistupu pro detekci mikrobialniho slozeni v bentonitovém prostiedi je podrobné
rozebirana v (Mijnendonckx et al.,, 2021). DNA izolace z bentonitu zalozené na
fenolchloroformové extrakci je pouzivana bézné také v zahraniCich projektech studujicich
bentonit, napf. (Fru and Athar, 2008; Bagnoud et al., 2016a; Povedano-Priego et al., 2019).

Duavod hodnoceni

Jedna se o vhodnou metodiku po uvodni nutné optimalizaci pro kazdy bentonit.
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2.6.3 Detekce a kvantifikace mikroorganismu — Pfimé pocitani bunék

Kod MB2_PPB

Nazev metodiky Detekce a kvantifikace mikroorganismi pomoci
pfimého pocitani bunék

Pfimé poditani bunék v bentonitu barvenim Sytox

Norma, postup, zdroj green: (Klauth et al., 2004)

Pfimé pocitani bunék v bentonitu barvenim CFDA-
AM: (Fukunaga et al., 2005)

Ziskana vlastnost Pocty bakterialnich bunék
Navazka lg

Vychozi stav vzorku Suspendovany bentonit

Pocet mé&feni Jednotlivé vzorky

Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou/Nevhodna
Specificky pfistup Ano

Vhodné pfedevSim pro vodné vzorky, pro vzorky
hodné ozivenych bentonith a pro uréeni
metabolického stavu bunék po pfedchozi extrakci
bunék (viz MB2_EB).

Doporu€ena oblast vyuziti

Popis (véetné uprav pro bentonit)

PFfimé pozorovani bunék je rychla a levna metoda pro zjisténi pocetnosti mikrorganismu ve
studovanych vzorkll a je hojné pouzivana predevSim pro vzorky vod, kde jsou mikrobialni
buriky koncentrované na filtru a nasledné barveny a pocitany pod flourescenénim
mikroskopem (napf. (Hallbeck and Pedersen, 2008). Pfimé mikroskopické pozorovani
mikroorganism( je v8ak téZ mozné pouzit ke zjisténi celkovych poctla bakterialnich bunék ve
vzorcich jila ¢i pud. Vzorek pudy je nafedén a mikrobialni buriky jsou obarveny fluorescencnim
barvivem, které po osviceni svétlem o specifické vinové délce emituje zareni o téz specifické,
ale jiné vinové délce, jez umozni dobrou vizualizaci bunék. NejCastéji uzivanymi
fluorescenénimi barvami pro barveni mikrorganismu v padach jsou DAPI nebo SYBR Green,
pro barveni Ize dale vyuZzit celou fadu ovéfenych barev jako je Sytox green, akridinova oranz,
ethidium bromid, fluorescein isothiokyanat, 5-(4,6-dichlortriazinyl) aminofluorescein, 4,6-
diamidino-2-fenylindol, chelat europia, hofe¢natou sul kyseliny 8-anilino-1-naftalensulfonové a
calcofluor white M2R (Li et al., 2004). Obarvené bufky jsou posléze pocitany pod
fluorescenénim mikroskopem. Kombinovanim barviv s riznymi vlastnostmi je mozné rozlisit
mezi riznymi metabolickymi stavy bunék, ¢ehoz se vyuziva napf. pfi tzv. live/dead stain
barveni rozliSujicim zivé a mrtvé bakterialni bunky (Robertson et al., 2019). Pro ucely pfimého
barveni bunék v bentonitovém prostifedi byla dle literatury pouzita barviva CFDA-AM
(Fukunaga et al., 2005) ¢i Sytox green (Klauth et al., 2004).
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Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU

Ackoli fluorescenéni detekce funguje zpravidla velice dobfe pro vzorky podzemnich vod i
nékterych druhl pud, v pfipadé bentonitu s parcialnim negativnimi nabojem na vrstvach
montmorillonitu dochazi k jeho interferenci s fluorescenénimi barvivy, ktera téz obvykle nesou
elektricky naboj. Fluorescenc¢ni barviva se tak Casto vazi na povrch bentonitu a vysledné
vysoké pozadi vzorku znemozfiuje spolehlivou detekci a kvantifikaci pfFitomnych
mikroorganismu (Stroes-Gascoyne et al., 1996; Aoki et al., 2010). Z dosavadnich zkuSenosti
s aktualné feSenymi projekty MaCoTe a BioBen |ze konstatovat, Ze se pfimé pocitani bunék
pomoci akridinové oranze, CFDA-AM ¢i live/dead stain (SYTO9 a propidium iodid) se hodi
spiSe pro Cisté podzemni vody s malym mnozstvim koloidli, rozhodné ale ne pro vzorky
bentonitl, kde dochazi k nezadouci interferenci znemoznujici spolehlivé detekce bunék
(Cerné et al.,, 2018; Hlavackova et al., submitted). Jako potencialné vhodné se jevi barveni
pomoci Sytox green (Klauth et al.,, 2004), to vSak nebylo dosud v ¢eskych podminkach
otestovano.

Duavod hodnoceni

Interference bentonitu s pouZitymi barvivy — znemoZzZiuje spolehlivou detekci bunék.
Potencialné pouzitelné barveni Sytox green po dil¢i optimalizci, ale metodika dosud nebyla
v CR testovana.
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2.6.4 Detekce a kvantifikace mikroorganismu — Extrakce bunék

Kod MB2_EB

Nazev metodiky Detekce a kvantifikace mikroorganismi -
Extrakce bunék

Norma, postup, zdroj (Hlavackova et al., submitted)
Ziskana vlastnost Pocty a pomér zivych a mrtvych bakterialnich bunék
Navazka 1-10 ml bentonitové suspenze [ 0,2-2¢

kompaktovaného bentonitu

Vychozi stav vzorku Suspendovany bentonit
Pocet méfeni Jednotlivé vzorky
Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou
Specificky pfistup Ano

Vhodné pro ozivené vzorky bentonitu

Doporucena oblast vyuziti v kompaktované &i suspendované podobé

Popis (véetné uprav pro bentonit)

Pfimé pocitani bunék neni pro prostfedi bentonitt pfili§ vhodné, nebot zde dochazi k
nezadouci interferenci a znemoznéni spolehlivé detekce bunék (Aoki et al., 2010; Cernaetal.,
2018; Hlavackova et al., submitted). Extrakce bunék z bentonitovych materialll predstavuje
jednu z moznych metod, jak se vyhnout interferenci fluorescencni barvy s bentonitem (viz
metodika MB2_PPB). Existuji protokoly pro extrahovani bunék z ruznych typG pud Cdi
sedimentl (Liu et al.,, 2010; Poté et al., 2010; Alawi et al., 2014), které jsou zalozené na
mechanickém ¢&i chemickém oddéleni bunék z povrchl bentonitu a jejich nasledné separaci
pomoci centrifugace v hustotnim gradientu. Vysledny extrakt obsahuje témér Cisté buriky,
které je mozné fluorescenéné barvit a pocitat. Extrahovani bunék pomoci protokolu dle
(Kallmeyer et al., 2008) bylo téz uspésné pouzito v pfipadé bentonitu FEBEX (Bengtsson et
al., 2017a). Recentné byl optimalizovan extrakéni protokol také pro vyuziti ve studiich s
Ceskymi bentonity (Hlavackova et al., submitted).

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU

Efektivita extrak&nich protokoll je obecné omezena a diky nezanedbatelnym ztratdm bunék
v procesu extrakce je pouziti metody vhodné spiSe pro detekci pfitomnosti Zivych bunék
obzvlasté v dobfe ozivenych vzorcich bentonitu bez moznosti pfesné kvantifikace bunék
v pavodnim vzorku.

Duavod hodnoceni

Metodika optimalizovana pro Cesky bentonit, pro jiné bentonity nutné dalSi optimalizace. Ztraty
bunék v pribéhu extrakce znemoznuji pfesnou kvantifikaci pocetnosti bunék v ptvodnich
vzorcich.

103



2.6.5 Detekce a kvantifikace mikroorganismu — Kultivace

Kaéd MB2_K
Nazev metodiky Detekce a kvantifikace mikroorganismi pomoci
kultivace

Pfiprava vzork(: (Bengtsson et al. 2017a)

Norma, postup, zdroj Média relevantni pro studium mikroorganismd v HU
RAOQO: (Hallbeck and Pedersen, 2008)

Média pro jednotlivé mikrobialni rody: Dsmz.de

Ziskana vlastnost Pocetnost a kultivovatelnost bakterii

Navazka Dle jednotlivych protokol(

Vychozi stav vzorku Bez omezeni — prasek, suspenze, kompaktovany
bentonit

Pocet méfeni Malé série vzorkl

Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou

Specificky pfistup Ne

Bez omezeni — prasek, suspenze, kompaktovany

Doporucena oblast vyuziti bentonit

Popis (véetné uprav pro bentonit)

Kultivace, tedy rzné kultivacni techniky vyuzivajici tekutych ¢i pevnych zivnych pud, umoznuji
zZjistit pfitomnost, pocCetnost a kultivovatelnost bakterii. (Tanner, 2007) popisuje zakladni
princip kultivacnich pfistupd, (Pham and Kim, 2012) pfiklady modifikaci pro Spatné
kultivovatelnych pldnich bakterii.

V pfipadé pevnych pud je vzorek bentonitu suspendovan ve sterilni vodé/fosfatovém
pufru/fyziologickém roztoku a jsou z né&j pfipravené desitkové Fedici fady, jez jsou nanesené
na zivné pudy specifické pro jednotlivé typy bakterii a inkubovany v podminkach definovanych
pro kazdy typ kultivace. Nasledné pocitani kolonii (colony forming units, CFU) narostlych na
pevnych pudach patfi mezi zakladni metody pro kvantifikaci aerobnich heterotrofnich
mikroorganism v bentonitu (Svensson et al., 2011). Existuje cela fada médii, specifickych pro
jednotlivé funkéni skupiny mikroorganismu: napt. denitrifikacni bakterie, siran-redukujici
bakterie, Zelezo-redukujici bakterie, mangan-redukujici bakterie, autotrofni acetogeny,
heterotrofni acetogeny a autotrofni a heterotrofni metanogeny, ale i pro jednotlivé rody bakterii.
Pfesné sloZeni kultivacnich médii pro mikrobialni skupiny je popsano napf. v publikaci
(Hallbeck and Pedersen, 2008), kultivacni pfedpisy pro jednotlivé bakterialni rody je mozné
nalézt na webovych strankach Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), https://www.dsmz.de/. Kultivace

pud a anaerobni kultivaci po nékolik tydn(.
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Tekuté pudy jsou vyuzivany pro pfipravu Zzivinami obohacenych kultur a pro detekci
pfitomnosti kultivovatelnych mikroorganismd a jejich kvantifikaci metodou MPN, popsanou
dale (MB2_K_MPN).

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU

Hlavni nevyhodou kultivacnich metod je obecné& velmi nizka kultivovatelnost bakterii z
environmentalnich vzork(. Na zakladé srovnavacich studii vysledkd kultivacnich pfistupl a
pfimych poctd bunék ve vzorcich hlubinnych podzemnich vod a bentonitd bylo zjiSténo, ze
kultivovatelnost bakterii v téchto ekosystémech se pohybuje v priméru jen okolo 5 %
(Haveman and Pedersen, 2002; Stroes-Gascoyne et al., 2002; Eydal and Pedersen, 2007;
Hallbeck and Pedersen, 2012), coz vyznamnym zpUsobem znepresiiuje odhady pocetnosti
bakterii ve studovanych vzorcich. DalSi nevyhodou ¢asové narona pfiprava velice
komplexnich médii a délka samotné kultivace, ktera se v pfipadé anaerobnich mikroorganism
muze pohybovat i vFfadu tydnl. Presto patfi kultivaéni pfistupy mezi zakladni a hojné
pouzivané metody pro mikrobialni analyzu v bentonitu.

Duavod hodnoceni

Obecné nizké zastoupeni kultivovatelnych mikroorganismud v bentonitu, nutnost pouzivat
specifické a velmi komplexni typy zivnych pud pro rizné skupiny mikroorganisma. Dlouhé
kultivacni ¢asy obzvlasté u anaerobnich skupin mikroorganisma.

2.6.5.1 Detekce a kvantifikace mikroorganismi — Metoda Most probable number

Kod MB2_K_MPN
Nazev metodiky Detekce a kvantifikace mikroorganismti metodou
,,Most Probable Number“ (MPN)

) (Hallbeck and Pedersen, 2008; Bengtsson et al.,
Norma, postup, zdroj

2017a)

Ziskana vlastnost Pocetnost a kultivovatelnost ur€itych skupin bakterii

Navazka Dle jednotlivych protokoll

Vychozi stav vzorku Bez omezeni — prasek, suspenze, kompaktovany
bentonit

Pocet méfeni Malé série vzorku

Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou

Uprava postupu po HU Ne

Doporucena oblast vyuZiti Bez omezeni — prasek, suspenze, kompaktovany
bentonit

Popis (véetné uprav pro bentonit)

Tento postup kvantifikace mikroorganismu tvofi podskupinu kultivaénich metod a patfi mezi
tradiéni mikrobiologické metody, obzvlasté v pfipadé anaerobnich mikroorganisma
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vyskytujicich se v podzemni vodé ¢&i bentonitu, napf. (Hallbeck and Pedersen, 2012;
Bengtsson et al., 2017a). Metoda vychazi z pfipravy médii specifickych pro jednotlivé funkéni
skupiny mikroorganismU: denitrifikacni bakterie, siran-redukujici bakterie, Zelezo-redukujici
bakterie, mangan-redukujici bakterie, autotrofni acetogeny, heterotrofni acetogeny a
autotrofni a heterotrofni metanogeny. Pfesné sloZeni kultiva&nich médii je popsano v publikaci
(Hallbeck and Pedersen, 2008). Jsou pfipravena definovana fedéni testovaného vzorku v dané
zivné plde, vzorky jsou kultivovany (aerobné ¢i anaerobné) a pfitomnost pozitivnich fedéni je
nasledné vizualné odecitana, nebot tvorbou urgitych metabolitl ¢i naopak spotfebovanim
substratu dojde k barevné zméné média. Dnes se jedna spiSe o zaloZni metodu k modernim
metodam zaloZzenym na analyzach DNA, pfesto je stale vyuzivana — napf. detekce SRB
v bentonitu Wyoming MX-80 (Engel et al., 2019b). Vyhodou této metody je to, ze detekuje
pouze zivé bunky a nezahrnuje do celkovych &isel mrtvou biomasu.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU

Hlavni nevyhodou tohoto postupu je jeho velka &asova a prostorova naroénost — kromé
prvotniho zpracovani vzorkd, které musi prob&hnout v den odbéru vzorku €i nejpozdéji
nasledujiciho rana (Hallbeck and Pedersen, 2008), je ¢asové naro¢na pfedevsSim samotna
kultivace, ktera trva 8-12 tydnd. DalSi nevyhodou je, Ze zahrnuje pouze mikroorganismy, které
jsou na danych médiich kultivovatelné.

Duavod hodnoceni

Obecné nizké zastoupeni kultivovatelnych mikroorganismud v bentonitu, nutnost pouzivat
specifické a velmi komplexni typy zivnych pud pro rizné skupiny mikroorganisma. Dlouhé
kultivaéni ¢asy obzvlasté u anaerobnich skupin mikroorganism.
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2.6.6 Detekce a kvantifikace mikroorganismu — kvantitativni PCR

Kaéd MB2_qPCR

Nazev metodiky Detekce a kvantifikace mikroorganismi pomoci
kvantitativni PCR (QPCR / real-time PCR)

Norma, postup, zdroj (Shrestha et al., 2022)

Relativhi zména pocetnosti kopii studovaného genu
Ziskana vlastnost jako  proxi  kvantifikace  konkrétnich  skupin
mikroorganismu

Navazka 1-2 plizolované DNA

Vychozi stav vzorku Bez omezeni — prasek, suspenze, kompaktovany
bentonit

Pocet méfeni 48 vzorku/1 run

Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou

Specificky pfistup Ne

Bez omezeni — praSek, suspenze, kompaktovany

Doporuéena oblast vyuziti .
P y bentonit

Popis (véetné uprav pro bentonit)

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce (oznaCovana jako Real-time PCR nebo qPCR) je
metoda navazujici na metody MB1 a je zaloZzena na principu klasické PCR. Na rozdil od ni
vSak umoznuje kvantifikaci sledovaného useku DNA. Pfi béZzné PCR se analyzuje aZ vysledny
produkt po probéhnuti celé reakce. Pfi qPCR je zaznamenavan kazdy cyklus PCR ve
skuteném Case pomoci detekce narlstu fluorescenéniho signalu. Do qPCR reakce jsou
pridavany fluorescencni latky, které se vazi specificky nebo nespecificky na amplifikované
useky DNA. V nejjednodusSim systému je pouzivana fluorescenéni barva, ktera se
nespecificky vaze na dvouvlaknovou DNA (napf. SYBR Green &i EvaGreen) a intenzita
fluorescenéniho signalu je tedy pfimo imérna koncentraci dvouvlaknové DNA po probéhnuti
kazdého cyklu. Alternativné je mozné pouzit specifické sondy, které se vazi na specifické
useky DNA na principu komplementarni DNA. Z narGstu fluorescenéniho signalu po kazdé
reakci je pak mozné stanovit tzv. Cq hodnotu, coz je pocet cykll PCR nutnych k dosazeni
hrani¢niho fluorescenéniho signalu na detektoru. Hodnoty Cq (relativni) jsou tedy nepfimo
umérné pocate€ni koncentraci DNA templatu. Absolutni kvantifikace kopii studovanych genu
ve vzorich pfi pouziti qPCR je provadéna pouze porovnanim vyslednych Cq hodnot s Cq
hodnotami standartu o znamé koncentraci ve standartni kfivce.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU

Kvalita qPCR se odviji od kvality vyizolované DNA. DalSim problémem je, Zze ziskani
relevantniho standartu pro environmentalni vzorky, které obsahuji smés fady rtznych
mikroorganism{ o neznamych pomérech, je taktka nemozné (Dhanasekaran et al., 2010). V
publikovanych studiich se tento problém bohuzel obvykle nijak vice nefeSi, vyuzivaji se
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jednoduché standardy (s jedinou sekvencéni variantou) a vysledky tak mohou byt zatizeny
artefaktem z rozdilné efektivity amplifikace pfi PCR (Gaby and Buckley, 2017).

Duvod hodnoceni

Zavislost na kvalité izolované DNA (viz MB1_EKK, MB1-EFCH), problematicka absulutni
kvantifikace. Jinak bez omezeni na typ matrice.
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2.6.7 Detekce a kvantifikace mikroorganismu — droplet digital PCR

Kaéd MB2_ddPCR

Nazev metodiky Detekce a kvantifikace mikroorganismi pomoci
droplet digital PCR (ddPCR)

Norma, postup, zdroj (Voegel et al., 2021)

Relativhi zména pocetnosti kopii studovaného genu
Ziskana vlastnost jako  proxi  kvantifikace  konkrétnich  skupin
mikroorganismu

Navazka 1-2 plizolované DNA

Vychozi stav vzorku Bez omezeni

Pocet méfeni Dle pouzité pfistrojové platformy
Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou

Specificky pfistup Ne

Doporucena oblast vyuZiti Bez omezeni

Popis (véetné uprav pro bentonit)

Tato metoda navazuje na metody MB1. Digitalni PCR je pomérné novou metodou umoznujici
absolutni kvantifikaci kopii cilovych gentd odvozenou od postupu klasické PCR. Metoda je
zaloZend rozdéleni vzorku DNA na velmi malé objemy, ve kterych je pfitomna vzdy maximalné
jedna molekula DNA a ve kterych probihaji paralelné jednotlivé PCR reakce ve velikych
poctech. V souCasné dobé existuje fada rGznych postupl, jak objem DNA frakcionovat.
V pfipadé droplet digital PCR se jedna o vytvofeni drobnych kapi¢ek vody (obsahujici DNA)
v oleji. Tento krok je kliCovou soulasti celého procesu. Nasledna PCR reakce za pouZiti
specifickych primer( probéhne mnohokrat nezavisle v jednotlivych kapkach. Pokud je v dané
kapce pfitomna DNA obsahujici spravny templat, dojde k jeho amplifikaci. Pokud neni, PCR
neprobéhne. Pfi pouziti fluorescenéni barvi¢ky dojde v zavéreéné separacni fazi ke snadnému
roztfidéni na kapi¢ky obarvené (tedy obsahujici amplifikovanou DNA), nebo neobarvené.
Vysledek je nasledné statisticky zpracovan a vystupem jsou hodnoty poc¢atecni koncentrace
studovanych DNA templatl ve vzorcich bez nutnosti pouziti standarti jako u gPCR. (Hindson
et al., 2013) porovnal absolutni kvantifikace pomoci gPCR a ddPCR a Zzjistil, Ze ddPCR oproti
gPCR poskytuje kvalitnéjsi a reprodukovateln&jsi vysledky pfi zachovani stejné sensitivity.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU

Dosavadnim omezenim ddPCR je fakt, ze spolehlivé funguje pouze v ur&itém rozmezi hodnot
koncentraci DNA, a nelze ji vyuzit pro vzorky s extrémné nizkymi vytézky DNA (které
u bentonitl realné hrozi). Kvalita ddPCR se stejné jako u gPCR odviji od kvality vyizolované
DNA.
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Duvod hodnoceni

Zavislost na kvalité izolované DNA (viz MB1_EKK, MB1-EFCH), jinak bez omezeni na typ
matrice.
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2.6.8 Analyza kvalitativhiho slozeni mikrobialnich spole€enstev -
Amplikonové (NGS) sekvenovani 16S rDNA

Kaéd MB3_NGS

Nazev metodiky Analyza kvalitativniho slozeni mikrobialnich
spoleéenstev pomoci amplikonové (NGS)
sekvenovani 16S rDNA (NGS/HTS)

(Shrestha et al., 2022), bioinformatické zpracovani

N t j .
orma, postup, zdroj dle (Hlavackova et al., submitted)

Ziskana vlastnost Kvalitativni slozeni mikrobialnich spoleCenstev

Navazka 1-5 pl izolované DNA

Vychozi stav vzorku Bez omezeni — prasek, suspenze, kompaktovany
bentonit

Pocet méfeni Dle sekvenacni platformy — desitky az stovky vzorki

Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou

Specificky pfistup Ne

Bez omezeni — prasek, suspenze, kompaktovany

D ¢ena oblast vyuZiti '
oporucena oblast vyuziti bentonit

Popis (véetné uprav pro bentonit)

Amplikonové sekvenovani navazuje na metody MB1 a je Siroce vyuzivanou a v sou¢asnosti i
nejCasté&jSi metodou pro studium sloZeni mikrobialniho osidleni patfici mezi tzv. NGS (Next
Generation Sequencing) metody. Oproti jinym metoddm je pomérné levna a rychla. Tato
metoda je zaloZena na existenci variability v sekvenci genu kdédujici malou ribozomalni
podjednotku (16S rRNA), jez umoznuje rozliSovat mezi jednotlivymi taxonomickymi arovnémi
bakterii. Izolovana DNA obsahuje smés DNA v8ech organismU pfitomnych ve vzorku. Pomoci
primerd specifickych pro kratky usek genu kdédujiciho malou ribozomaini podjednotku (16S
rRNA) bakterii a archea dojde v PCR reakci k namnoZeni tohoto useku. Metodami NGS je u
jednotlivych amplifikovanych usekl nasledné prectena pfesna sekvence bazi a ta je na
zakladé porovnani s vefejné dostupnou databazi (napf. GenBank ¢&i Silva) pfifazena konkrétni
linii mikroorganismG na rlznych taxonomickych urovnich (druh, rod ¢i vysSi, a tedy
taxonomicky méné pfesné, urovné). BlizSi informace k problematice metody jsou shrnuté v
praci (Mijnendonckx et al., 2021).

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU

Kvalita sekvenaci se odviji od kvality vyizolované DNA. Obecnou nevyhodou molekularné-
genetickych metod vyuzivanych v taxonomii organismu je nekompletnost referencnich
databazi, ve kterych stale mnoho taxont chybi (dosud nepopsané €i nekultivovatelné druhy
apod.). DalSim problémem muze byt stabilni extracelularni ,mrtva“ DNA (coby kontaminant) Ci
obecné vysoka afinita DNA napf. k bentonitu, ktery ji vaze na svém povrchu. DalSim
problémem specifickym pro malo ozivené vzorky (typicky bentonit) jsou environmentalni
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kontaminace pfi zpracovani vzorku a nasledné izolaci DNA. Problematika metod zaloZenych
na DNA a dalSich nekultivaénich pfistupl pro detekci mikrobialniho slozeni v bentonitovém
prostfedi je podrobné rozebirana v (Mijnendonckx et al., 2021).

Davody hodnoceni

Zavislost na kvalité izolované DNA (viz MB1_EKK, MB1-EFCH), problematika kontaminaci u
vzorku s nizkou koncentraci DNA.
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2.6.9 Analyza kvalitativhiho slozeni mikrobialnich spole€enstev -
Metagenomika

Kod MB3_MG

Nazev metodiky Analyza kvalitativniho slozeni mikrobialnich
spolecenstev pomoci metagenomiky
(Bikel et al., 2015) — obecné review metody

Norma, postup, zdroj
(Hubalek et al., 2016) — konkrétni pfiklad

Ziskana vlastnost Kvalitativni slozeni mikrobialnich spoledenstev

Navazka 1-5 pl izolované DNA

Vychozi stav vzorku Bez omezeni — prasek, suspenze, kompaktovany
bentonit

Pocet méreni Dle sekvenacni platformy

Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou

Uprava postupu po HU Ano (ziskani dostate&né kvalitni DNA)

Doporucena oblast vyuziti Zatim vyuzivano pouze pro podzemni vody

Popis (véetné uprav pro bentonit)

Metagenomika pFedstavuje moderni a pokroCilou metodu studia kvalitativniho slozeni
mikrobialnich spoleCenstev. Navazuje na metodiky MB1. Jedna se o metodu, ktera umoznuje
stanovit funk&ni potencial mikrobialni komunity (Bikel et al., 2015) tak, Ze analyzuje celé
genomy (v8echnu DNA a geny) mikroorganismu pfitomnych ve vzorku. Pro vyzkumné ucely
je obzvlasté zajimava kombinace metagenomiky a metatranskriptomiky (MB4_MT), jelikoz
prvni metoda popisuje potencial mikrobialni komunity, zatimco druha stanovi to, co je z tohoto
potencialu v realném ¢€ase (napf. za riznych podminek) vyuzito. Metagenomika byla vyuzita
pro vzorky hlubinnych podzemnich vod (Hubalek et al., 2016; Magnabosco et al., 2016) ato i
v pfipadé vody z vrtd v Opalinus clay obsahuijici jilové ¢astice (Bagnoud et al., 2016b).

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU

Vyuziti metagenomickych studii pro bentonitové prostredi je diky obecné nizkym vytézkim
DNA po izolacich sloZité a podobné studie zatim chybi. Obecnou nevyhodou molekularnmé-
genetickych metod vyuzivanych v taxonomii organismu je dale nekompletnost referenénich
databazi, ve kterych stale mnoho taxonu chybi (dosud nepopsané ¢&i nekultivovatelné druhy
apod.). DalSim problémem muze byt stabilni extracelularni ,mrtva“ DNA (coby kontaminant) Ci
obecné vysoka afinita DNA napf. k bentonitu, ktery ji vaze na svém povrchu. Problematika
metod zaloZenych na DNA a dalSich nekultivacnich pfistupl pro detekci mikrobialniho slozeni
v bentonitovém prostiedi je podrobné rozebirana v (Mijnendonckx et al., 2021).
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Duvod hodnoceni

Metodika v Ceském prostfedi nevyzkouSena, nutné optimalizovat pfistupy k ziskani
dostate¢né kvalitni DNA o vysoké koncentraci. Naro¢nost bioinformatického zpracovani dat.

Vysokeé finanéni naklady - nevhodné pro rutinni analyzy.
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2.6.10 Analyza aktivni

(Meta)transkriptomika
Kaéd
Nazev metodiky
Norma, postup, zdroj

Ziskana vlastnost

Navazka

Vychozi stav vzorku

Pocet méfeni
Hodnoceni metodiky

Specificky pfistup

frakce mikrobialniho spoleéenstva -

MB4_MT

Analyza aktivni frakce mikrobialniho
spoleé¢enstva pomoci (meta)transkriptomiky

(Lopez-Fernandez et al., 2018)

Reédlny  funkéni  potencial (aktivni  frakce)
mikrobialnich spole€enstev

Izolovana RNA

Saturované vzorky bentonitu (suspenze,

kompaktovany bentonit) s rozvinutou mikrobialni
aktivitou

Dle sekvenacni platformy

Vhodna s podminkou

ANO (izolace RNA)

Nutnost metodicky naro¢né izolace RNA ze vzorkU
bentonitu, studie na bentonitu dosud chybi.
Potencialné zajimava metoda do budoucnosti.

Doporu€ena oblast vyuziti

Doporucena oblast vyuziti Zatim vyuzivano pouze pro podzemni vody

Popis (véetné uprav pro bentonit)

Transkriptom, tj. kompletni set RNA transkriptl, podava informace o metabolicky aktivnich
burikach, protoZze mRNA je zakladnim buné&&nym prekurzorem pro syntézu veskerych bilkovin
a metabolicky aktivni burfika tedy mRNA neustale tvofi. V pfipadé transkriptomiky je ze
studovaného vzorku vyizolovana kompletni RNA, ta je v procesu revezni transkripce pfepsana
do mnohem stabilngjSi DNA (tzv. cDNA) a dale zpracovana obvyklymi zpusoby DNA metod.
Transkriptom je termin obvykle pouzivany pro pfipady, kdy jsou hodnoceny vzorky Cistych
kultur, zatimco metatranskriptomika zahrnuje cela mikrobialni spole¢enstva. Prvni vyznamnou
transkriptomickou studii souvisejici s planovanymi HU je prace (Lopez-Fernandez et al., 2018),
ve které byly studovany dva vzorky podzemnich vod z Aspd HRL. Autofi potvrdili, ze ve
studovanych vzorcich byly metabolicky aktivni zastupci bakterii, eukaryot i archea.

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU

RNA je jednofetézcovou molekulou, ktera je ve srovnani s dvouretézcovou DNA vyrazné méné
stabilni (rozklada se v fadu nékolika malo hodin) a jeji pfitomnost je tak jednoznaénym
dikazem metabolické aktivity. Na druhou stranu vSak tato nestabilita RNA vede k tomu, ze
bentonitll vyznamnym zplsobem napomohlo odhaleni metabolicky aktivnich mikroorganismu
a jejich odliSeni od mrtvé DNA ¢i DNA z dormantnich stadii, coz je obzvlasté dulezité v
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prostfedi kompaktovaného bentonitu, kde je mikrobialni aktivita velmi mala, extrakce RNA z
prostfedi bentonitll je technicky jesté obtiznéjsi, nez DNA a z tohoto divodu nejsou dosud
publikované prace zalozené na RNA v prostfedi bentonit(.

Duvod hodnoceni

Nutnost metodicky naro¢né izolace RNA ze vzorkd bentonitu, studie na bentonitu dosud chybi.
Potencialné zajimava metoda do budoucnosti.

116



2.6.11 Analyza aktivni frakce mikrobialniho spoleéenstva pomoci
detekce produktii metabolismu — ATP

Kod MB4_ATP

Nazev metodiky Analyza aktivni frakce mikrobialniho
spolecenstva pomoci detekce ATP

Norma, postup, zdroj Eydal a Pedersen (2007)

Ziskana vlastnost Detekce a kvantifikace metabolicky aktivnich bunék
Navazka 100 pl supernatantu z bentonitové suspenze
Vychozi stav vzorku Supernatant ze sedimentované &i centrifugované

suspenze bentonitu

Pocet méfeni Jednotlivé vzorky/ malé série vzorku
Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou/nevhodna
Specificky pfistup Ano

Vhodné predevSim pro detekci mikrobialni aktivity
Doporucena oblast vyuziti v podzemnich vodach, popt. ke kvantifikaci bunék po
extrakci z bentonitu (viz MB2_EB).

Popis (véetné uprav pro bentonit)

Analyzy metabolickych produkttd nepfimo detekuji mikrobialni aktivitu skrze méfeni dulezitych
metabolitd, jako je ATP (Bengtsson and Pedersen, 2017; Pedersen, 2017). Méfeni mnozstvi
pfitomné biomasy pomoci molekuly ATP (adenosin trifosfat) bylo v kontextu praci zaméfenych
na HU poprvé pouzito v publikaci (Eydal and Pedersen, 2007). Molekula ATP je v burikach
vyuZivana jako uschovna energie, respektive univerzalni platidlo. Pro méfeni mnozstvi ATP
jsou vyuzivany komeréné dostupné bioluminiscenéni kity. V kitu pfitomny luciferin reaguje po
styku s ATP s luciferdzou za vzniku bioluminiscence, kterou je mozné detekovat pomoci
spektrofotometrie. Metoda ATP zachycuje metabolicky aktivni bufky a jeji mnozstvi je
korelovano s objemem bunék, tzn., Ze menSi buriky ¢€i bufky, které nejsou ve svém
fyziologickém optimu, vykazuji niz8i hodnoty koncentrace ATP (Eriksson et al., 2016). Méfeni
ATP je tak relevantni pouze pokud je kalibrovano na mnoZzstvi bunék zjisténych napfiklad
pomoci pfimého barveni (Hammes et al., 2010). Metoda byla vyuzivana pfedevsim Svédskymi
autory (Hallbeck and Pedersen, 2008, 2012; Pedersen et al., 2008; Eriksson et al., 2016;
Chukharkina et al., 2017), jinak byla vyuzivana pouze vyjime¢né (Stroes-Gascoyne et al.,
2011; Wouters et al., 2013; Mijnendonckx et al., 2019).

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU

ATP detekce silné interferuje s bentonitem (bentonit na svém povrchu ATP efektivné vyvazuje)
a tato metoda je proto vhodna spide aZ pro buiky extrahované z bentonitu, viz MB2_EB.
Metoda je vhodna téZ pro vzorky podzemnich vod.
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Duvod hodnoceni

ATP se silné vaze na povrch bentonitu coz vyznamné zhorSuje detekci ATP.

118



2.6.12 Analyza aktivni frakce mikrobialniho spoleéenstva pomoci
detekce produkti metabolismu - sulfid

Kaéd MB4_S

Nazev metodiky Analyza aktivni frakce mikrobialniho
spolecenstva pomoci detekce sulfidu

Norma, postup, zdroj Bengtsson et al. (2015, 2017b)

Ziskana vlastnost Detekce metabolické aktivity mikroorganismu
Navazka Cely vzorek

Vychozi stav vzorku Saturované vzorky bentonitu (kompaktovany bentonit

Ci suspenze)

PocCet méfeni Jednotlivé vzorky
Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou
Specificky pfistup Ano
Detekce mikrobialni aktivity v prostiedi

D ¢ena obl Ziti N
oporucena oblast vyuZiti kompaktovaného bentonitu &i suspenze

Popis (véetné uprav pro bentonit)

Analyzy metabolickych produkttd nepfimo detekuji mikrobialni aktivitu skrze méfeni dllezitych
metabolitd, jako jsou sulfidy (Bengtsson and Pedersen, 2017; Pedersen, 2017). Po nasyceni
bentonitu v titanovych celach se jeden filtr vyméni za médény disk. Na druhou stranu blo¢ku
se napipetuje alikvotni podil siranu zna¢eného radioizotopem 3°S (B 87,4 dni), pfipadné
s pfidavky zivin v podobé laktatu, acetatu apod. Po zvolené dobé je cela rozmontovana a je
analyzovan médény disk na aktivitu vzniklého sulfidu médi (Cu,*S) pomoci autoradiografie.
V profilu bentonitu Ize stanovovat distribuci **S, mikroorganismd a i metabolickych produkt.
Tato metodika byla vyuZita pfi sledovani mikrobialni produkce sulfidu a tim aktivity SRB ve
vzorcich rizné kompaktovanych bentonitd (Bengtsson et al., 2015; Bengtsson and Pedersen,
2016, 2017; Haynes et al., 2019; Taborowski et al., 2019).

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU

Z mikrobiologického hlediska by bylo vhodné validovat zjiStény signal dalSimi metodami
mikrobialni detekce, napf. NGS €i gPCR. To je vSak pfi pouziti radioizotopu metodicky velice
komplikované a genetické analyzy by bylo mozné provadét pouze na paralelnich radioaktivné
neznacenych vzorcich, kde v8ak vyvoj mikrobialni aktivity nemusi byt zcela identicky. DalSim
omezenim je aplikace metody na médény UOS a nikoli na ocelovy UOS, se kterym je pocitano
v Ceském konceptu.
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Duvod hodnoceni

Jedna se o metodu vyuzivanou ve Skandinavii pro razné vzorky kompaktovanych bentonitd, i
¢eskych (TR-17-05). Pro uspésnou aplikaci v ¢eském prostiedi je vS§ak nezbytny vyvoj metodik
autoradiografie pro stanoveni aktivity **S na kovovém disku a nasledné dikladné otestovani
této komplexni metodiky.
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2.6.13 Analyza aktivni frakce mikrobialniho spole€enstva — Detekce
produkti metabolismu — acetat

Kod MB4_ACE

Nazev metodiky Analyza aktivni frakce mikrobialniho
spolecenstva pomoci  detekce produkta
metabolismu — acetat

Enzymaticka detekce:
(King, 1991) - HPLC detekce AMP

(Bengtsson et al, 2017a), https://food.r-
Norma, postup, zdroj biopharm.com/products/enzytec-liquid-acetic-acid/ -
kolorimetricka detekce NADH+

Pfima detekce:

Cerna et al. (2019)

Ziskana vlastnost Detekce metabolické aktivity mikroorganismu
Navazka 100 pl supernatantu z bentonitové suspenze
Vychozi stav vzorku Supernatant ze sedimentované ¢&i centrifugované

suspenze bentonitu

PocCet méfeni Jednotlivé vzorky
Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou
Specificky pfistup Ano

Bez omezeni — prasek, suspenze, kompaktovany

Doporucéena oblast vyuziti .
P y bentonit

Popis (véetné uprav pro bentonit)

Analyzy metabolickych produktt nepfimo detekuji mikrobialni aktivitu skrze méfeni dllezitych
metabolitl, jako je acetat. Acetat je jednim z dllezitych meziproduktl metabolismu uhliku
produkovanych béhem anaerobni degradace organické hmoty a fermentace (Ozuolmez et al.,
2015; Zhuang et al., 2019; Pan et al., 2021). V produkci acetatu hraje kliCovou roli anaerobni
skupina mikroorganismt — acetogenni bakterie (Schuchmann and Miuller, 2016). Méfeni
koncentrace acetatu je provadéno enzymaticky a nebo je mozné jej stanovovat pfimo pomoci
iontové chromatografie. Enzymaticka detekce muze byt v prvni fadé zaloZzena na reakci
acetatu s acetylkoenzym A syntazou za vzniku AMP (adenosinmonofosfat), pfi€emz k analyze
je vyuzivana detekce vysledného AMP pomoci vysokoué&inné kapalinové chromatografie
(HPLC) (King, 1991). Druhym moznym pfistupem je detekce produkce NADH pomoci glukéza-
6-fosfat dehydrogenazy spektrofotometricky (Bengtsson et al., 2017a). Bengtsson et al.
(2017a) téz testovanim prokazali vhodnost pouziti této metody diky velmi dobré shodé mezi
pfidavanymi a detekovanymi koncentracemi acetatu u dvou typl bentonitu a prokazali
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produkci acetatu (a tedy potencialni rozvoj mikrobialni aktivity) i u vysoce kompaktovanych
bentonitl. Acetat je také mozné stanovovat pfimo z vodnych vyluhl pomoci iontové
chromatografie (Cerna et al., 2019).

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU

Tato metoda se jevi jako jednoduchy a citlivy pfistup pro detekci mozné mikrobialni
metabolické aktivity. V Ceské republice vSak nebyl dosud tento pfistup na bentonitech
testovan.

Duavod hodnoceni

Metodika dosud v Ceské republice nezavedena, a tedy nezbytné testovani a pfipadné
optimalizace.
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2.6.14 Analyza aktivni frakce mikrobiadlniho spole¢enstva -
Fluorescencéni in-situ hybridizace

Kod MB4_FISH

Nazev metodiky Analyza aktivni frakce mikrobialniho
spolecenstva pomoci fluorescenéni in-situ
hybridizace (FISH / CARD-FISH)
(Amann et al., 1990) — zakladni FISH
(Kubota, 2013) — CARD-FISH

Norma, postup, zdroj

Ziskana vlastnost Detekce metabolické aktivity mikroorganismu
Navazka Max 1 g
Vychozi stav vzorku Vzorky fixované pomoci paraformaldehydu Cci

ethanolu a zmrazené v suspendovaném stavu

Pocet méfeni Jednotlivé vzorky
Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou/nevhodna
Specificky pfistup Ano

Detekce pfitomnosti metabolicky aktivnich bunék
Doporu€ena oblast vyuziti vCetné jejich klasifikace ve studovanych vzorcich,
vhodné pfedevsim pro vodné vzorky

Popis (véetné uprav pro bentonit)

FISH (fluorescenéni in-situ hybridizace) umoznuje velmi citlivou detekci bakterii v€etné jejich
klasifikace a stanoveni metabolické aktivity. Jedna se o vysoce sofistikovanou hybridni metodu
kombinujici fluorescenéni mikroskopii s genetickymi metodami pfi vyuziti fluorescenénich sond
(specificky se vazi na konkrétni useky DNA). Vzhledem k tomu, Ze burky v chudych
prostfedich, napf. hluboko pod povrchem, trpi nedostatkem zivin a jsou proto malé a pomalu
rostouci (Burgess, 1997; Jargensen and D’Hondt, 2006), coZ znesnadnuje jejich detekci, byla
zavedena modifikace puvodni metody. CARD-FISH (catalyzed reporter deposition
fluorescence in-situ hybridization) umoZzni navazani velkého mnozstvi fluoroforu (barvicky) pro
zesileni signalu. Metoda byla uspé&sné pouzita pro vzorky hlubokych podzemnich vod a hornin
(Konno et al., 2013; Escudero et al., 2018).

Omezeni pro vyuziti pro bentonit/HU

V prostfedi jilovych materiald byla tato metoda pouzita na zkoumani vyskytu a metabolické
aktivity pfirozenych mikroorganismu ve vrtnych jadrech Opalinus Clay z Mont Terri (Stroes-
Gascoyne et al., 2007). Pomoci CARD-FISH nebyly nalezeny zadné Zivé mikrobialni buriky,
coz muze naznacovat nizké mnozstvi aktivnich bunék v tomto jilovém materialu €i pfitomnost
interference s bentonitem stejné, jako je tomu v pfipadé fluorescenéniho znaceni i ATP
detekce.
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Duvod hodnoceni

Metodika dosud na bentonitech v Ceské republice neotestovana, a tedy vyZzadujici nezbytné
testovani a pfipadné optimalizace. Velmi komplexni protokol. Hrozi interference

fluorescenéniho signalu s bentonitem.
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2.6.15 Analyza aktivni frakce mikrobialniho spole¢enstva — Analyza
fosfolipidovych mastnych kyselin

Kaéd MB4_PLFA

Nazev metodiky Analyza aktivni frakce mikrobialniho
spoleéenstva pomoci analyzy fosfolipidovych
mastnych kyselin (PLFA)

Norma, postup, zdroj (Green and Scow, 2000; Engel et al., 2019b)
Ziskana vlastnost Aktivni frakce mikrobialnich spoleenstev

Navazka 509

Vychozi stav vzorku prasek, suspenze, kompaktovany bentonit

v lyofilizovaném stavu

Pocet méreni Jednotlivé vzorky
Hodnoceni metodiky Vhodna s podminkou
Specificky pfistup Ano

Bez omezeni — prasek, suspenze, kompaktovany

Doporuéena oblast vyuziti .
P y bentonit

Popis (véetné uprav pro bentonit)

Na kultivaci i genetickych pfistupech zcela nezavisla je analyza fosfolipidovych mastnych
kyselin (PLFA). U této analyzy se pfedpoklada, Ze detekuje pouze Zivotaschopné buriky (White
and Ringelberg, 1997). Slozeni PLFA je specifické pro rizné skupiny mikroorganismu, takze
je na zakladé detekovaného fosfolipidového profilu mozné usuzovat i na hrubé mikrobialni
slozeni studovaného vzorku (White et al., 1979). Tato metoda byla napfiklad vyuZita ve studii
zivotaschopnosti mikroorganismd v kompaktovaném bentonitu MX-80 (Simcha Stroes-
Gascoyne et al., 2011; Engel et al., 2019b) ¢i MX-80 a dalSich typu bentonitl (Vachon et al.,
2021).

Omezeni vyuziti pro bentonit/HU

Jedna se o metodu, kterou pouZivaji pfedevdim vyzkumnici z Kanady a USA a v €eskych
podminkach neni otestovana. Existuje téZ podezfeni, Ze PLFA se zachovava v jilové matrici
podobné jako DNA. Kvantifikace PLFA z bentonitu poskytuje nejvysSi odhady abundance
mikrobialnich bunék ve srovnani s jinymi metodami kvantifikace zalozenymi na kultivacich i
genetickych analyzach (Vachon et al., 2021).

Duavod hodnoceni

Metodika dosud v Ceské republice neotestovana, a tedy nezbytné testovani a pfipadné
optimalizace. Pravdépodobnost dlouhodobé vazby PLFA na povrch bentonitu zkreslujici
vysledky.
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2.6.16 Dalsi mikrobiologické metody

Profilovani metylesteru mastnych kyselin

Profilovani metylesteru mastnych kyselin (FAME, fatty acid methyl ester) z plidniho extraktu
je rychlou hodnotici analyzou, ktera charakterizuje sloZzeni mikrobialni komunity (Cavigelli et
al., 1995). (Engel et al., 2019b) zaclenili tuto metodu do experimentu k posouzeni
mikrobiologického a materialového korozniho potencialu inZzenyrskych komponent s ohledem
na hlubinné ulozisté. Bylo zavedeno hodnoceni mikrobiomu a jejich distribuce v bentonitu a
souvisejicich materialech pomoci analyzy PFLA (viz MB4_PLFA) a nasledné analyzy FAME.

Denaturaéni gradientova gelova elektroforéza

DenaturaCni gradientovd gelova elektroforéza (DGGE, denaturing gradient gel
electrophoresis) je metoda, ktera vyuziva ¢asteéné 16S rDNA amplifikované fragmenty rlizné
sekvence, ale podobné délky, které budou rozdéleny elektroforeticky v disledku odlisného
chovani pfi tani v gradientu chemického denaturantu (Strathdee and Free, 2013; Tamang,
2014). Je to metoda molekularniho fingerprintingu pouzivana pro komplexni ekosystémova
spoleCenstvi Casto k identifikaci jednonukleotidovych polymorfismG bez pozadavku na
sekvenovani DNA (Strathdee and Free, 2013). Vyhodou této metody je moznost dalSi analyzy
celych sekvenci omezenych na fingerprinting pomoci molekularnich metod. Dale Ize analyzu
sekvenci odvozenych od RNA pouzit pro hodnoceni aktivni Easti spole€enstva nebo sekvencni
analyzu funkénich genl kédujicich také proteiny uc€astnici se hlavnich pudnich procesu
(Valaskova and Baldrian, 2009).

Fyziologické profilovani na urovni spoleéenstvi

Fyziologické profilovani na urovni spoleCenstvi (CLPP, Community level physiological profiles)
je rychla screeningova technika zalozena na patternu vyuziti zdroje uhliku (CSUP), ktera je
schopna porovnat a charakterizovat mikrobiom odliSnych stanovist, od sedimentd po mofskou
vodu a od oligotrofnich podzemnich vod po pudu a hnojiva (Weber and Legge, 2010; Julio et
al., 2016). Tato metoda je také schopna poskytnout informace o smiSené funkci mikrobiomu a
jejich funkénich adaptacich v prostoru a ¢ase (Weber and Legge, 2010). Pfestoze CLPP
pfedstavuje jednoduchou, rychlou a spolehlivou techniku a je povaZzovana za vyhodné;jsi oproti
tradicni kultivaci bunék a molekularni technice, je tfeba pfi ziskavani dat a nasledné analyze
a pfedevsim interpretaci postupovat velmi opatrné (Julio et al., 2016).

Infracdervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

InfraCervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR, Fourier-transform infrared
spectroscopy) se obecné pouziva v oblasti chemie jako analyticky nastroj jiz nékolik let
(Brandes Ammann and Brandl, 2011), viz 2.4.2. Jde o neinvazivni a rychlou techniku, kterou
Ize také pouzit pfi detekci a identifikaci mikroorganismd, v€etné bakterialnich spor, ato i v
jilech (Brandes Ammann and Brandl, 2011; Novais et al., 2019).
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3 Zaver

V souladu se zadanim projektu Vypiné a ostatni inZzenyrské komponenty HU (SO 2020-092),
Diléiho tkolu 1 byl vypracovan souhrn metodik vyuZivanych zejména v CR k vyzkumu
bentonit pfi pfipravé hlubinného ulozisté. Metodiky jsou vyuzivany ¢eskymi feSiteli, a to pfi
feSeni cCeskych i mezinarodnich projektd. Vyuziti na mezinarodnim poli dava moznost
neustalého vyvoje a porovnani vysledkl se SpiCkovymi pracovisti v Evropé i dale ve svété.

Metodiky jsou rozdéleny podle oblasti zajml, kdy se vSeobecna dostupnost, resp.
standardizace vhodnych predpis a postupl a technické moznosti mohou vyrazné lisit pro
jednotlivé oblasti/ typy stanoveni. Metodiky jsou hodnoceny podle vlastnich zkuSenosti
autorského kolektivu (CVUT, UJV, TUL) a kritického rozboru ziskavanych dat, informaci a
jejich vyuzitelnosti pfi hodnoceni bentonitovych materialt. Je zjevné, Ze pokradujici vyvoj a
uroven poznani nabidne v budoucnu dalsi pfileZitosti pro zpfesnéni ve zpravé uvedenych
metodik i jejich hodnoceni.
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