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e Bioremediacné technologie — hierarchia pristupov

e Biostimulacia a bioaugmentacia: potencialne a
perspektivne stratégie bioremediacie; ako zaistit
uspesnost tychto procesov

e Vysledky bioremediacie PCB-kontaminovanych
sedimentov pouzitim pristupu biostimulacie
a/alebo bioaugmentacie

e Zavery

OBSAH PREZENTACIE




Hlavni aktéeri bioremediacie: baktérie, viaknité

huby, rastliny, enzymy, gény, plazmidy

baktérie BIO-REMEDIACIA

rastliny FYTO-REMEDIACIA

huby MYKO-REMEDIACIA



Aplikacia mykoremediacii pri ropnych havariach
— Mexicky zaliv — BP
- Amazonia - Equador

Dekontaminacia ropnych lagun v Equadore — projekt podporeny US EPA



FYTOREMEDIACIA

Fytodekontaminacia:

- fytoextrakcia

- fytodegradacia
~ytostabilizacia
~ytovolatilizacia
RHIZOREMEDIACIA

Rhizofiltracia

Rhizodegradacia



Hierarchia in situ pristupov
bioremediacnych technologii

Odlisnost”
typov kontaminantov a ich distribucie
podmienok tykajucich sa Specifického miesta

legislativy

1. MONITOROVANA PRIRODZENA ATENUACIA (MNA,
PASIVNA)

Spociva na predpoklade, ze na danom kontaminovanom uzemi existuje

prirodzena populacia mikroorganizmov a za vhodnych
environmentalnych podmienok degradacia prebieha a je kontinualna.

2> PODPOROVANA (ASISTOVANA) BIOREMEDIACIA






BIOSTIMULACIA
.

Aplikovana, ak sa degradujuca populacia sice
vyskytuje v kontaminovanej zéne, ale ziviny
a dalsie podmienky su nedostatocne pre
mikrobialnu aktivitu.

Biostimulacia je akcelerovana:

pridavkom zivin, rastovych faktorov,
Induktorov, (bio)surfaktantov, a/alebo
fyzikalnymi procesmi (vzdusnenie, ohrev a
extrakcia parou)



BIOAUGMENTACIA

Pridavok exogénnych organizmov s pozadovanymi
katabolickymi schopnostami do kontaminovaného
prostredia za ucCelom zvysenia degradacie cieleneho
kontaminantu.

e Pouzitie - ak prirodzena atenuacia alebo
biostimulacia su nevhodneé alebo nefunguju.

Bioaugmentacia je aplikovana ak:

e kompetentne degradujuce mikroorganizmy nie su
pritomné medzi prirodzenou populaciou, prip. ich
mnozstvo je nedostatocné

e e sice pritomny dostatok prirodzenej populacie,
ale je snahou zvysit’ rychlost’ alebo skratit' Cas
remediacie



Pristupy bioaugmentacie
S

Posilnenie kontaminovanej zony je mozné uskutocnit viacerymi
pristupmi:

@ individualnymi kmenmi

@ mikrobialnym konzorciom

@ imobilizovanymi bunkami

@ geneticky modifikovanymi organizmami (GMO)
@ genetickymi mobilnymi elementami (GEM)



Imobilizacia mikroorganizmov
S

e \Vnesenie imobilizovanych buniek mikroorganizmov do
kontaminovanej pddy poskytuje ochranu od nepriaznivych
enviropodmienok (nevhodne pH, pritomnost toxickych latok), znizuje
kompeticiu s prirodzenou mikroflorou, zvysSuje biologicku stabilitu
buniek a plazmidov.

e Pre ucCely imobilizacie su pouzivaneé prirodné aj syntetické nosice:

e Prirodné: dextran, agar, agaroza, alginat, chitosan polyakrylamidy
a K-karragenan.

e Syntetické: poly(karbamoyl)sulfonat, polyakrylamid, polyvinylalkohol.

e Limitacie: pomala difuzia molekdl substratu do guliiek nosica (napr.
PVA geélu) - koreluje s interakciami medzi negativhe nabitou
bakterialnou membranou a pozitivne nabitym povrchom nosica.



Vyhody a limitacie bioaugmentacie
-

Vyhody:

+ Jedinecné vlastnosti urCitych bakterialnych kmenov,
expresia pozadovanych enzymov

+ Poznanie ich metabolizmu

+ Moznost monitoringu

Limitacie:

- Schopnost prezivat za realnych podmienok
Nutna podpora pridavkom zivin

- Ekologickd kompeticia



APLIKACIA BIOSTIMULACIE A
BIOAUGMENTACIE




ZAMERANIE VYSKUMU

1. Bakterialne degradery 3. Zhodnotenie
|zol4cia a identifikacia ekotox!c!ty
mikroorganizmov s PCB- genotoxicity
degradac¢nou aktivitou z - sedimentov

W

Adaptacné mechanizmy —

AR .. buicoves

membrany bakterialnych

ileg radérov

4. Bioremediacia sedimentov
Bioaugmentacia
a/alebo
Biostimulacia

sedimentov

oremediacia

2. Charakterizacia
Kontaminovanych sedi
Biodostupnost’ PCB
Monitorovanie PCB pasivnhymi
vzorkovaémi




zakladna, integralna a dynamicka sucéast’ hydrologického
systému

koneénym rezervoarom velkého poétu chemickych a
biologickych kontaminantov — v doésledku hydrofébnych
vlastnosti — bioakumulacia, sekvestracia

vstup kontaminantov do potravného ret'azca - potencialne
ekologické a zdravotné rizika



Aktualne otazky bioremediacie

e VVhodnejSia bioaugmentacia alebo
biostimulacia?

e Bioaugmentacia: individualne superkmene
alebo mikrobialne konzorcia?

e Biostimulacia: N, P, O,, mduktory

(bio)surfaktanty? ,




CIELE PRACE
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Stidium podporovanej bioremediacie sedimentov dlhodobo
kontaminovanych PCB v mikrokozme pristupom:

1. bioaugmentacia (pridavok jednotlivych bakterialnych
kmenov a vytvorenych bakterialnych konzorcii)

2. biostimulacia (pridavok N, P, O, a induktorov, surfaktanty)
3. kombinovanej bioaugmentacie a biostimulacie

e zhodnotenie kolonizacie inokulovanych mikroorganizmov

e stanovenie ekotoxicity sedimentov po bioremediacii s vyuzitim
biotestu na Standardnych vodnych rastlinach Lemna minor



Kontaminovana

lokalita

Strazsky kanal (Sk) — zdroj PCB
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| BIODEGRADACIA PCB
Horna katabolicka draha
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Izolacia a identifikacia bakterialnych degraderov
| ych sedimentov kultivacnou

metddou ,enrichment® - pridavok daného kontaminantu (PCB)
|dentifikacia mikroorganizmov na zaklade sekvencie génu 16S rRNA

Microbacterium oleivorans, Stenotrophomonas maltophilia,
Brevibacterium sp., Ochrobactrum anthropi,

Pseudomonas mandelii, Rhodococcus sp.,

Pseudomonas aeruginosa Stenotrophomonas sp.,

Ochrobactrum sp., Starkeya novella,

Achromobacter sp. Achromobacter xylosoxidans (bphA1-gén)

i W

Detekcia bph génu PCR metddou — elektroforeticky
zaznam u A. xylosoxidans
(DudasSova a kol., J. Basic Microbiol. 2014)



Polychlorovane blfenyly -
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209 moznych kongenérov teoreticky

Indikatorove kongenéry:
PCB 28, 52,101,118, 138, 153, 180

PCB

Nazov

Strukturéalny vzorec
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Analyza PCB

‘ vatova zatka

sklené koléna 3 vybranych kongenérov PCB.

Chromatogram Standardnej zmesi 6 indikatorovych a

yent SILIPOR C18

sklena frita
s0 zAbrusom Hmotnostné zastupenie kongenerov PCB v sedimente
Erlenmeyerova banka

Kongenéry PCB 9 PCB/kg sedimentu mg PCB/kg sedimentu

sediment (2008) (2009)

PCB8 2,5411 0,6596

PCB28 8,1641 4,5039

PCB53 5,3359 6,7713

s y PCB101 5,0333 4,3426
Aparatura. Dercova a PCB118 12,2370 11,5394
kol., 1996: PCB153 8,5851 8,7793
PCB138 6,3418 7,2692

T , . PCB180 6,3924 6,0336
Ucinnost extrakcie, 5CR203 18670 16651
blodegradéC|a Spolu 56,4977 51,5640

Murinova a kol., 2014



Metodika experimentov

v rhbilare] vady o l .

Sediment
+ minimalne mineralne médium
+ pridavky:

Bioaugmentacia
o Individualne kmene 1 g.I
 V/ytvorené konzorcia
Biostimuléacia

» BreCtanové listy — prir. terpény
» Borovicové ihliCie — prir. terpény
» Syntetické terpény

*N, P, O Kultivaéné podmienky: 21 dni,
stacionarna kultivacia, 28°C,

tma, ob¢asné premieSavanie

Centrifugacia

Soxhletova extrakcia

Vyhodnotenie

(% degradécie,
kolonizacia,
ekotoxicita)

Vzorkovanie
sedimentu zo
Strazskeho kanala
(Uwitec, Austria)

Analyza GC ECD



VYSLEDKY

Biostimulacia — pridavok induktorov

e Pridavok brectanovych listov — vySSia biodegradacia ako pridavok borovicového
ihlicia; Kongenér PCB 28 — najvysSia biodegradacia
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Dudasova a kol., IBB, 2012; Dercova a kol., Fres. Environ. Bull., 2003;
Tandlich a kol., Chemosphere, 2001



Bioaugmentacia - kmen vs. konzorcium

Kmen Stenotrophomonas maltophillia (bph gén plazmid) — vysSia
biodegradéacia ako v pritomnosti Achromobacter xylosoxidans (bph gén-
chromozomalna DNA)

Konzorcium — zvySenda biodegradacia vysSie chlérovanych kongenérov PCB
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Kombinovana biostimulacia a bioaugmentacia

Pridavok baktérie S. maltophilia (+ breé€tan) — eliminacia kongenérov PCB
vySSia ako vo vzorkach s pridavkom baktérie A. xylosoxidans;

brectan vhodneiél' induktor biodeiradécie ako ihlicie
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Ay Pt
e, EKOTOXICITA SEDIMENTOV
: Lemna minor %

Frondy (zelené listky) stanovené po 0, 2, 4, a 7 dnoch pouzitim
LEMNASCAN analyzatora. Vypocet Ir a la — inhibicia rastovej rychlosti a
plochy frondov.

Dercova et al., Int. Biodeter. Biodegr. 2009



TOXICITA SEDIMENTOV PO BIOREMEDIACII

e Sediment s pridavkom
brectanovych listov v kombinacii
S baktériami A. xylosoxidans alebo

e Sediment s pridavkom ihli¢ia
v kombinacii s baktériami A.
xylosoxidans alebo S. maltophilia -
Inhibicia rastu rastliny L. minor —
toxicky ucinok.

=
] un =

Inihilicia (%)

i
Ln

-15 -

yr

_10 -

i Bredftan + 4 xplosoxidans
M Brectan

E Brectan + 5 maliopkifia

[

20 +

15 o

10 -+

Inhibicia (%)

M Thhitie + 4 xpfosoxidans
@ Ihhide
H Ihlicie + 5 maltophilic




Biostimulacia - pridavok N, P, O,
c ]

Biodegradacia (%)
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Degradacia 7 kongenérov PCB (28, 52, 101, 118, 152, 138, 180) metdédou biostimulacie
prirodzenej mikroflory s pridavkom dusika fosforu a kyslika (N + P + O,), dusika a
fosforu (N + P), nasekanych breétanovych listov (BL) a borovicového ihli¢ia (BI).

Stacionarna degradéacia prebiehala 21 dni pri 28°C v tme s obCasnym premieSanim, v
pripadne zvySeného mnozstva kyslika na rotacnej trepacke pri 180 (ot/min).



R - Rhodococcus sp.

S - Stenotrophomonas sp.

120 M - Stenotrophomonas maltophilia
N — Starkeya novella
100 - ) _ A — Achromobactegxylogoxidans
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Biodegradacia 7 kongenérov PCB (28, 52, 101, 118, 152, 138, 180) po pridani
jednotlivych kmenov. S-sterilny, N-nesterilny sediment. Degradacia prebiehala
21 dni v stacionarnej polohe pri 28°C v tme s obfasnym premieSanim. Sediment:
20 g s MM médiom. Koncentracia inokula: 1 g.I-L.




Bioaugmentacia jednotlivymi kmenmi

Pridany kmen

Rhodococcus sp.
Rhodococcus sp.
A. xylosoxidans

A. xylosoxidans

Stenotrophomonas sp.

Starkyea novella

S. maltophilia

Sediment

Suchy-nesterilny
Suchy-sterilny
Suchy-nesterilny
Suchy-sterilny
Suchy-nesterilny
Suchy-nesterilny

Suchy-nesterilny

Biomasa
CFU.mI*x 10°
0. den 22. den
120 120
120 130
23 18
53 52
43 33
60 32
120 110

Biodegradacia
(%)

30,93+1,81
32,21 +4,19
41,36 £ 0,72

60,81 + 0,88




R - Rhodococcus sp.
S - Stenotrophomonas sp.

M — Stenotrophomonas maltophilia
120 1 N — Starkeya novella
. A — Achromobacter xylosoxidans
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Bioremediacia vytvorenymi bakterialnymi konzorciami z jednotlivych kmefiov, .
20 g sterilného sedimentu, 0.5 g.I't biomasy kazdého kmena, resp. 0,33 g.I"%. 1.,




Bioaugmentacia bakterialnymi konzorciami
- Kmen Sediment CFILBJi.(r)nnl]-?fio-B Biodegradacia PCB

0
0. den 21. den )
A.xylosoxidans Suchv sterilny 40 13 65,76 + 1,17
Rhodococcus sp. y y -
A. xylosoxidans Suchy sterilny 120 26 59,30+ 1,17
Starkeya novella
Rhodococcus sp. Suchy sterilny 8 35 67,58+ 1,1

Starkeya novella

A. xylosoxidans
Rhodococcus sp. Suchy sterilny 17 120 ( 76,87+ 0,67
Starkeya novella

S. maltophilia
Stenotrophomona Suchy sterilny 80 34 5,74 + 0,92
s sp.

A. xylosoxidans

S. maltophilia SUET) e 90 6 53,11+ 1,33

A. xylosoxidans
Stenotrophomona Suchy sterilny 59 23 59,00 + 1,84
s sp.

A. xylosoxidans

S. maltophilia

Stenotrophomona
s sp.

Suchy sterilny 50 22 63,12 + 1,21
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B Stenotrophomonas sp. + S. maltophilia + A. xylosoxidans
OStarkeya novella + Rhodococcus sp. + A. xylosoxidans
BS. maltophilia+ Stenotrophomonas sp.

Ekotoxicita - sa po
bioremediacii
neprejavila
negativne voci
Lemna minor —
pozorovana
stimulacia rastu



Murinova et al., ACS, 2014
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Indikéatorové PCB kongenéry

Porovnanie koncentracii
indikatorovych kongenérov PCB
ziskanych Soxhletovou extrakciou
(SE) a superkritickou fluidnou
extrakciou (SFE).

Biodostupna frakcia SFE/Soxhlet (%)
indikatorovych PCB kongenérov
v sedimente zo Strazskeho kanala.




Bio-dostupnost
Bio-akumulacia
Bio-degradacia

100%

80%

60% - O biodegradacia

B bioakumulacia

40% O biodostupnost’

20%

0% -

PCB28 PCB52 PCB101  PCB138 PCB153 JERS;
-bﬁt ?:’1]‘
: , . . . £ i
Biodostupnost: merana v spolupraci s MU Brno (2012) % é
<5

J%*’dm. ¥

Bioakumulacia: data prevzaté z Brazova et al.: Tissue-
specific distribution in fish (2012)

Biodegradacia: pre bakterialny kmen S. maltophilia



ZAVERY

1. V kontaminovanych sedimentoch su pritomné adaptované

autochtonne kmene s PCB—deﬁradaénou aktivitou.

2. Pridavok zivin ainduktorov zvysSil degrada¢nu schopnost’
mikroorganizmov prirodzene sa vyskytujucich v sedimentoch.

3. Pridavok baktérii s pozadovanou schopnost’ou zvysil
biodegradaciu PCB (najvhodnejSia Rhodococcus sp.);
pridavkom mikrobialnych konzorcii sa zvySila degradéacia
vysSSie chlorovanych kongenérov PCB (najvhodnejSie
konzorcium A. xylosoxidans, Rhodococcus sp. a Starkeya
novella.

4. Toxicita sedimentov s podporovanou bioremediaciou bola
vyrazne nizSia ako sedimentov bez bioremediacie.
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Realne skusenosti s bioremediacnymi technolégiami
pomahaju lepsie definovat’ ich limitacie,
ale aj rozsirit’ ich aplikacie.



Principy a procesy, ktoré su zakladom bioremediacnych
technologickych postupov aplikovanych pre tazke a

toxickeé kovi — kontaminanti /P

e 1. Biosorpcia a bioakumulacia

e 2. Bioredukcia

e 3. Biooxidacia

® 4. Biomineralizacia a biokrystalizacia

e 5. Biometylacia, bioalkylacia; Biovolatilizacia
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