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e Chemko Strazske (1956 — 1984)
e Delor 103 (zmes 60 kongenérov PCB)
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Nanoremediacia Bioremediacia

nanocastice nulmocného zeleza bakterialne kmene

s R-Cl
Katalyticka

redukcia
(\ H-CI +CI-

H,0

Nanofer 255 (NANO IRON, CR) |zolované zo sedimentov
kontaminovanych PCB

e Znizenie stupna chloracie .. R ,
P  Stiepenie bifenylového kruhu

RCl, + Fe”+ HY - RCl,_,H+ Fe?* + (I
Ny v
Nano-Bio-Remediacia

Kombinovany pristup na dosiahnutie najvyssej moznej
degradacie PCB



AEROBNA BIODEGRADACIA PCB

Horna katabolicka draha (Murinova a kol., ACS, 2014)
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- Sekvenéna aplikacia naho¢ ‘
bakterialneho kmena na sanaciu PCB
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e je vysokuteplotu anitlak

Chemicka “°@f‘“ o *bez vyuzitia toxickych chemikalii

: _ ; 9 » produkcia stabilnejSich nanoCastic
i

Fe? (nZVI)

Nanofer 25S

Rastlinny extrakt

(polyfenoly)
4Fe3*+3BH;, +9HO—> 4Fe’+3HBO; +12H*" +6H;
nanocCastice uvolfiuju elektrony, su schopné redukovat protony na molekularny

vodik, chldr je akceptor elektronov
2H* + Fe® —» Fe?* + H, — redukéné Cinidlo pre dechloragny proces
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BIONANOCASTICE — priprava aglomeratov
nanocastic nZVI z rastlinnych matric

1

Fe(1II)

\ ’

s

C. sempervirens
leaf branches extract
(Ebrahiminezhad a kol.,

@

Nanocluster
of ultra-small

iron nanoparticles
2018)

Vhodné su rastliny
S obsahom
polyfenolov:

bananové supky, :' ‘.

zeleny ¢aj, listy
magnolie, listy
brectanu,
cyprusoveé
vetvicky...

Schematicka ilustracia a morfolégia (TEM) nanoklastrov
ultra malych (priemer 1.5 nm) nanocCastic zeleza
(Mediterranean cypress — Cupressus sempervirens).
Priemer nanoklastrov 9-31 nm.

Charakterizacia bionanoc€astic (Transmission EM,
FourierTransformIR, XRD-X-ray powder Diffractometer,
Image analysis software...)



Nano-bio-remediacia PCB

Hybridny postup chemickej a biologickej degradacie
PCB - nano-bio redoxny system

Aplikacia nZVI Bioremediacia

Chlérované organickeé
kontaminanty

Kontaminacia (%)

Vedrlajsie produkty i

Abioticky proces Bioticky proces



CIELE

1. Biodegradacia PCB vodneého umelo
kontaminovaného média a realne kontaminovaneho
sedimentu za aerébnych podmienok pridavkom
jednotlivych bakterialnych kmenov, dvojkonzorcia a
sedemkonzorcia

2. Nanodegradacia PCB (redukcna dehalogenacia)
syntetickymi nanocasticami nZVI Nanofer 25S a
bionanocasticami z rastlinnych extraktov

3. Integrovany, hybridny pristup remediacie PCB:
Bio-Nano / Nano-Bio sekvencny systém



METODY

Bioremediacia Nanoremediacia

500 ml Erlenmeyerove kultivacne flase, 100 ml uzatvaratelné sklenené Fisherove
100 ml definovaného vodného ffage, 100 ml MM média resp. sediment,
mineralneho media (MM medium), PCB (Delor 103) a disperzia nZV/|

resp. sediment, PCBs (Delor 103) a
bakterialne inokulum




1. Sekvencny bio-nano pristup

. ‘ preliatie
|

+ %) 0(1) mll 18?\[[\[ 1104t ad(iia trepacka +nZVI reciproka trepacka
+ Delor 107 14 dni
+ mokulum 28°C _ 20°€

180 ot/min

100 ot/mm

2. Sekvencny nano-bio pristup

preliatie
\ / — —
_—
+ 100 ml MMM reciproka trepacka . rotacna trepacka
+ Delor 103 14 dni + mokulum 14 dni
+nZVI 20°C 28°C

100 ot/min 180 ot/mimn



Biodegradacia PCB v definovanom vodnom mediu a
v sedimente

vodné MM médium / sediment
(a) Bioaugmentacia baktériami — jednotlivymi, resp.
_ konzorciom (dvoj- a sedem- ¢lennym)
i (b) Degradacia nanocasticami 25S a bionzZVI
" l (c) Sekvenéna nano-bio-degradacia s postupnymi pridavkami
+ 4xpridavok nzVI (0,5 g.I-1) do vyslednej koncentracie 2 g.l7,
4xpridavok 7K (0,5 g.I'') do vyslednej koncentracie 2 g.I"* a jednorazovy
pridavok surfaktantu TRITON-100 X (CMCx2) S

Baktérie izolované zo Strazskeho kanala, identifikované PCR a MALDI-
TOF metédami: (Laszlova a kol, 2017; Horvathova a kol., 2018)

G-

Ochrobactrum anthropi
Achromobacter xylosoxidans
Stenotrophomonas maltophilia
Brevibacterium casei

Starkeya novella
Pseudomonas mandelii

‘S degradacia PCB
(%)

G+ [ D
Rhodococcus ruber i MM




Raﬂinné Pn’prava Flltréc|a Prl’davokh
zdroje rastlinného extraktu - FeSO,.7 H;
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Centrifugacia
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WSLEDKY Degradacia PCB jednotlivymi

bakterialnymi kmenmi a nZVI

Biodegradacia bakterialnymi
kmenmi:

100 ml MM média v 500 mi
kultivaénych ffasiach

Delor 103 0.1 g.I1

Bakterialne inokulum 1 g.I"

14 dni

Redukéna dehalogenacia
pridavkom Nanofer 25S:
100 ml of destilovanej vody
v 100 ml uzatvaratelnej flasi
Delor 103 0.1 g.I"*

nZVI disperzia 2 g.I'1

PCB 8 PCB 28 PCB 52 PCB 101 PCB 118 PCB 153 PCB 138 suma 14 dn|'
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kongenér PCB

m Achromobacter xylosoxidans W Stenotrophomonas maltophilia m Ochrobactrum anthropi M Nanofer 25 S

Degradacia sumy A. xylosoxidans 41 % Nanofer 25S 68 %

7 kongenérov PCB S. maltophilia 40 %
O. anthropi 59 %



INTEGROVANY BIOLOGICKO — FYZIKALNOCHEMICKY

PRISTUP

jednotlivé bakterialne kmene = nZVI: bio-nano pristup
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Kultivaéné podmienky

100 ml of MM média

v 500 ml kultivovatelné ffase
Delor 103 0.1 g.I*

bakterialne inokulum 1 g.I2

28 dni, po 14 dnoch transfer do
reagencnych flias

a pridavok disperzie nZVI1 2 g.I"

PCB8 PCB28 PCB52 PCB101 PCB118 PCB153 PCB138 suma
kongenér PCB

M A. xylosoxidans + nZVI ~ ® S.maltophilia + nZvI ~ m O. anthropi + nZVI

Degradacia sumy 7/
kongenérov PCB

A. xylosoxidans + nZViI 49 %
S. maltophilia + nZVI 57 %
O. anthropl + nZVI 67 %



nZVI = bakterialne kmene: nano-bio pristup

100 Kultivaéné podmienky
100 ml MM média
80 v reagencénych
3 uzatvaratelnych ffasiach,
> Delor 103 0,1 g.I'*
s 60 nZVI disperzia 2 g.I'1 celkova
S kultivacia 28 dni, po 14 dnoch
S 40 transfer do kultivacnych flias
< a pridavok bakterialneho
Q H -1
S 5 inokula 1 g.l
0

PCB 8 PCB28 PCB52 PCB101 PCB118 PCB153 PCB138 suma
kongenér PCB

B nZVI + A. xylosoxidans M nZVI + S. maltophilia m nZVI + O. anthropi

nZVI1 + A. xylosoxidans 77 %
nZVI + S. maltophilia 89 %
nZVI1 + O. anthropl 99 %

Degradacia sumy 7 kongenérov PCB:




Degradacia PCB (%)
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Nanobioremediacia PCB nZVI a bakterialnym
dvojkonzorciom vo vodnom meédiu
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PCB8 PCB28 PCB52 PCB101 PCB118 PCB 153 PCB138 sum

PCB kongenér

H Sekv. bio-nano ® Sekv. nano-bio

m Sim. bio-nano

Sim. nano-bio

Konzorcium (1: 1)

Rhodococcus ruber G*
Achromobacter xylosoxidans G-
PCB 0,1 9.l

nzZVvl 2 g.l't

limitacia kyslikom, 14 dni 100 rpm,
biomasa1g.I"t (0,5 +0,5)

aerdbne 14 dni, 28 °C, 180 rpm

Pristup Degradacia PCB (%)
1 (sekv bio-nano) 46 %
2 (sekv nano-bio) 78 %
3 (simul bio-nano) 44 %
4 (simul nano-bio) 65 %




Nanobioremediacia PCB nZVI a bakterialnym
sedemkonzorciom 7K vo vodnom mediu
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E7K mnZVlI mn2Vl+7K

Degradacia PCB vo vodnom médiu umelo kontaminovanom priemyselnou zmesou Delor 103
realizovana bakterialnym sedemkonzorciom 7K, nzZVlI a ich sekvenénou aplikaciou.
konzorcium: 100 ml MM média v 500 ml kultivaénych bankach, Delor 103 (0,1 g.I'!), inokulum
bakterialneho konzorcia (10 % v/v), kultivacia 21 dni na rotacnej trepacke (28°C, 180 ot.min1).
nZVI: 100 ml MM média, Delor 103 (0,1 g.I'%), disperzia nZVI Nanofer 25S (2 g.I%), kultivacia 30
dni v reagencnych ffasiach (20°C, 100 ot.min't). nZVI + konzorcium: iniciovana nzVI (2 g.I'})
v reagencnych flaSiach, po 14 dnoch prenos média do kultivacnych baniek a pridavok inokula
(10% v/v). analyticka kontrola: MM médium + Delor 103 (0,1g.I"%).



Nanobioremediacia PCB nZVI a bakterialnym
sedemkonzorciom 7K v sedimente
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Degradacia PCB v kontaminovanom sedimente realizovana bakterialnym 7K - sedem
konzorciom, nZVI a ich sekvenénou aplikaciou. konzorcium: 100 ml MM média v 250 ml
kultivanych bankach, 10g suchého sedimentu, biomasa bakterialneho konzorcia (10 % v/v),
stacionarna kultivacia 21 dni pri 28°C s obCasnym premiesanim. nZVI. 100 ml MM média, 10 g
suchého sedimentu, disperzia nzZVI Nanofer 25S (2 g.I'Y), kultivacia 30 dni pri 20°C
v reagencnych flaSiach s obCasnym premieSanim. nano-bio-remediacia: iniciovana nZVI (2 g.I
1) v reagenénych flasiach, po 15 drfioch prenos média do kultivaénych baniek a pridavok
biomasy (10 % v/v). Analyticka kontrola: neremediovany sediment.



Sekvencna nano-bioremediacia PCB v sedimente
postupnymi pridavkami nZVI a 7K a PAL

» NajvysSia biodegradacia
>7 kongenérov PCB
dosiahnuta pri sekvencnej
nano-bioremediacii s
pridavkom surfaktantu —
77% (zvySenie o0 23%), bez
surfaktantu 54 %.

» PAL — (bio)surfaktant
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PCB8 PCB28 PCB52 PCB101 PCB118 PCB153 PCB138 suma

o

kongenér PCB

mexp. kontrola  mnZVI + 7K nZVI + 7K + Triton X-100

Podmienky: 50 ml MM média, 5 g sedimentu, (a)
nanoremediacia - 4 x 0,5 g.I!' pridavky nzZVI do
dosiahnutia 2 g.I't, 14 dni, v uzavretych reagencénych
bankach; (b) bioremediacia — 4 x 0,5 g.I* pridavky 7K do
dosiahnutia 2 g.I't a jednorazovo TRITON-100 X (CMCx2),
14 dni, v Erlenmeyerovych bankach. Kultivacia pri 20 °C,
100 ot.min-t,
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Toxicky ucinok nZVI na bakterialne kmene
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Koncentracia nZVI (g.I"}) Pokles koncentracie

biomasy vocCi kontrole

0,1 25%
0,5 51 %
0,75 44 %
1 43 %
2 73 %

Bakterialny kmeri:

Stenotrophomonas maltophilia
PociatoCné koncentracie:

nzZVvl10; 0,1; 0,5; 0,75; 1; 2 g.I%,
biomasa 0,5 g.I".
aerobne podmienky, 28 °C

Sledovanie toxicity ukazalo, ze stupajuca koncentracia nZV| spoésobuje priamo Umerne pokles
koncentracie biomasy, no aj pri najvysSej koncentracii nZVI 2 g/l bola stale pritomna aktivna
biomasa. Vplyv nZVI na bunku zavisi najma od rezistencie daneho kmena. PoCas dechloracie
bude navySe stupat mnozstvo pasivovanych nanocastic Zzeleza Fe?* a klesat mnozstvo Fe®-




Expozicia bakterialneho kmena nZVI

Kongenér PCB Neexponovany Exponovany
R. ruber R. ruber
PCB 8 53 % 83 %
PCB 28 68 % 71 %
PCB 52 40 % 58 %
Porovnanie makroskopickych LB 10l 28 % 2%
znakov kmenia Rhodococcus PCB 118 06 % o2 %
ruber neexponovaného (viavo) PCB 153 60 % 28 %
a exponovaného (vpravo) nZVI. PCB 138 65 % 21 %
Inkubacia 48 hodin v tme Suma 64 % 72 04

Vv inverznej polohe pri 28°C.

V pritomnosti nZVI boli pozorované morfologické zmeny: odfarbenie kmena, tvar
kolonii je mierne rozliaty a vypuklejsi. Sekvencna nanobioremediacia PCB tymto
kmenom sa javi uspesnejSia len pre nizsie chlérované kongenery.




Batch Repetitive
nZVl exposure exposure

Normalcells mwmp  nZVifreated cells  wpupmp _

i Hn
F|I.lll.'lIIEd membrane 'Smaller colony
Urgent response ‘ *Higher nZVI tolerance

Cis-trans isomerization of
unsaturated fatty acid

Kotchaplai et al.,, 2017 EST. Membrane Alterations in
Pseudomonas putida F1 Exposed to Nanoscale Zerovalent
Iron: Effects of Short-Term and Repetitive nZVI Exposure



Biodegradacia PCB vo vodnom médiu
reinokulovanym 7K

Mnozstvo indikatorovych kongenérov PCB

v zmesi Delor 103 (Taniyasu a kol., 2003). 100
Mnozstvo
kongenér kongenéru (% £ ¥ =
wiw) ® I
a.
PCB 8 5,96 s - I | n
PCB 28 21,58 g a0 "B =
(9]
PCB 52 2,16 S
Q0
PCB 101 0,28
0
PCB 118 0,23 PCB8 PCB28 PCBS52 PCB101 PCB118 PCB153 PCB138 suma
PCB 153 0.09 kongenér PCB
PCB 138 0,09 vodné médium 7K mvodné médium 7K reinokulované
SUMA 30,39 Podmienky: 100 ml MM média, Delor 103 (0,1 g.I'!), 10%-ny pridavok 7K.

Kultivacia: reinokulacia 7K 1x/tyzden pocas 30 dni, 28°C, 180 ot.min™.

Reinokulacia bola efektivna, nakolko doSlo k zvySeniu biodegradacie 7 PCB na 63 %.
Efektivnost reinokulacie sa prejavila aj pri vyssie chlérovanych kongenéroch PCB.



Degradacia PCB bionanocasticami
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PCB8 PCB28 PCB52 PCB101 PCB118 PCB153 PCB138 suma
kongenér PCB

B nZVI MLE ®mnZVIGTE ™ nZVIBPE

Degradacia PCB vo vodnom médiu umelo kontaminovanom zmesou Delor 103 pomocou
bionanocCastic pripravenych reakciou FeSO, s extraktom zeleného caju (GTE), listov
magnolie (ME) a bananovej Supky (BPE). Podmienky: reagen¢na flasa so 100 ml MM
média, Delor 103 (0,1 g.I'Y) 3 ml nanoc€astic, kultivacia 14 dni na rotacnej trepacke (20°C,
180 ot.min1); analyticka kontrola MM médium a Delor 103 (0,1 g.I'%).



Nano-bio-remediacia s bionanocasticami

100

PCB8 PCB28 PCB52 PCB101 PCB118 PCB153 PCB138 suma

degradacia PCB (%)
5 8 8

N
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kongenér PCB

m nZVI MLE + S. maltophilia M nZVI BPE + S. maltophilia

Podmienky v sedimente: bionzZVI 2 g.I'%, doba kultivacie nzZVI 14
dni vo vodnom médiu, aeracia 100 rpm, 20°C; nasledne pridavok
Stenotrophomonas maltophilia, inokulum 1 g.I', 180 rpm, 28°C.



ZAVERY

BIOLOGICKY PRISTUP — BIODEGRADACIA PCB

BiodegradaCna schopnost’ bakterialnych izolatov vo vodnom médiu umelo
kontaminovanom PCB (Delor 103, 0,1 g.I'Y): Ochrobactrum anthropi 60
%, Achromobacter xylosoxidans 41 %, Stenotrophomonas
maltophilia 40 %, Brevibacterium casei 33 %, Starkeya novella 19 %,
Rhodococcus ruber 18 % a Pseudomonas mandelii 17 %.

Biodegradacia PCB v realne kontaminovanom rieénom sedimente: R. ruber
71 %, O. anthropi 68 %, S. maltophilia 61 % a A. xylosoxidans 31 %.

Z dvojkonzorcii sa ako najuCinnejSie javilo konzorcium R. ruber + S.
maltophilia. Vo vodnom médiu degradovalo 70 % PCB a v sedimente
80 % PCB. Ekotoxikologicky biotest potvrdil najvyraznejSie znizenie
toxicity sedimentu pouzitim prave tohto konzorcia.

Sedemclenné bakterialne konzorcium (7K) sa preukazalo _ ako
odolny stabilny nastroj na biodegradaciu PCB vo vodnom meédiu aj
v sedimente, pricom bola pozorovana 59 % a 58 % biodegradacia PCB.
Pravidelnou reinokulaciou 7K sa zvySila biodegradacia PCB v umelo
kontaminovanom médiu na 65 %.



FYZIKALNO-CHEMICKY PRISTUP -
NANODEGRADACIA PCB

nZVI aplikovanymi v koncentracii odporu¢enej vyrobcom (2 g.I't) sa za 30 dni
vo vodnom médiu resp. v sedimente degradovalo 70 % resp. 44 % PCB.

BionanocCastice zeleza 2z extraktu listov magnélie, zeleného ¢aju
a z bananovej supky degradovali 20 %, 20 % a 40 % PCB.

INTEGROVANY PRISTUP REMEDIACIE —
NANOBIOREMEDIACIA PCB

Nanobioremediaciou PCB v umelo kontaminovanom vodnom médiu
iniciovanou disperziou syntetickych nZVI Nanofer 25S v sekvencénej aplikacii
s kmerniom Ochrobactrum anthropi sa dosiahla 99 % degradacia PCB (30 dni).

V realne kontaminovanom sedimente sa nanobioremediaciou degradovalo
78 % PCB pri sekvencCnej aplikacii nZVI a 7K s pravidelnou reinokulaciou
a s pridavkom surfaktantu Triton X-100 (30 dni).



Sekvencna nanobioremediacia PCB iniciovana bionanocasticami
vyredukovanymi z extraktu listu magnolie a bananovej Supky s pridavkom baktérii
S. maltophilia viedla k 53 % a 50 % degradacii PCB.

Nanobioremediaciou PCB s exponovanym kmenom R. ruber sa v porovnani
s neexponovanym kmenom zvysSila degradacia PCB 0 12 % (zo 62 % na 74 %).
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Nano-bio-remediacia PCB v kontaminovanom
sedimente simultannym pridavkom
bakterialneho 7K + nzZVI
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PCB 8 PCB28 PCB52 PCB101 PCB118 PCB153 PCB138 suma

100

degradacia PCB (%)
5 3 8

N
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kongenér PCB

m7K ®m7K+nzZVlI Mexp. kontrola

degradacia PCB: 7K + nZVI > 7K > autochténnou mikroflérou



