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MIKROBIOLOGIE

ZASADA PRO VYUZIVANI MIKROBIALNICH
TECHNOLOGII:

e Mikroorganismy pro nas nepracuji proto, ze
my chceme, ale proto, Ze jim to prinasi rizné
vyhody, pfedevsim energii pro mnozeni a
tvorbu biomasy a pro nezbytné fyziologické

pochody

e Pokud jim zlepSime podminky v prostredi,

oracuji o to lépe.

Naprava ekologickych Skod - @ast e
MICROBE ENLARGED



BEZE SLOV

Microbes can and will do anything:
microbes are smarter, wiser and
more energetic than
microbiologists, chemists, l
engineers and others.” o
Perimon, D. (1980) Developments in
Indugtzial Microbiology

I

I

Spravné je

D. PERLMAN

-

=

Néaprava ekologickych Skod - @ast



MIKROBIOLOGIE

MIKROORGANISMY schopné rozkladat polutanty:

- bakterie __

- kvasinky Bactera
T helcni

= pl Isne B D

- niz8i houby mﬁ&m}

Nejcastéji se vyuzivaji bakterie.

Vyuziti kvasinek pro ¢isténi kontaminovanych lokalit
prakticky neexistuje.

Nizsi houby: snaha o jejich vyuziti nevedla k GspéSnym
vysledkiam, takze se v soucasné dobé nevyuzivaji.

Naprava ekologickych Skod - @ast



MIKROBIOLOGIE

oI N/

lignovornich hub k eliminaci nékterych
organickych sloucenin bude ve 3. ¢dasti
kurzu.

Naprava ekologickych Skod - @ast



MIKROBIOLOGIE

e Eukaryontni organismy — kvasinky, nizsi houby
e Prokaryontni organismy - bakterie

Eukaryote Prokaryote

Néaprava ekologickych Skod - @ast



MIKROBIOLOGIE

e PLASMIDY - vetsinou nesou genetickou
informaci pro syntézu enzymu nutnych pro
degradaci polutantu

e Pokud pomnozovaci kultivace neprobihd za
selekcniho tlaku, hrozi vyredéni plasmidu o
ztrata biodegradacni aktivity.

Bacterial DNA Plasmids

Néaprava ekologickych Skod - @ast



MIKROBIOLOGIE

Néaprava ekologickych Skod - @ast



MIKROBIOLOGIE

Vyuzivaji se kmeny prirozené se vyskytujici
v zadjmove lokalité — autochtonni populace

Nebo kmeny uméle pripravenée (izolace, selekeni
tlaky, pomnozeni) s pozadovanymi vliastnostmi —
allochtonni populace.

Pri vyuziti allochtonnich kmenuU se postup nazyvd
bioaugmentace — obohaceni vyselektovanymi
kmeny z jinych mist. Zastupitelny termin pro
bioaugmentaci je inokulace.

OTAZKOU JE, JAK DLOUHO INOKULOVANE KMENY
PREZIVAJI A JAK DLOUHO JSOU AKTIVNI

Naprava ekologickych Skod - @ast
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MIKROBIOLOGIE

CO MIKROORGANISMY UMI?
e BIOTRANSFORMACE

Obména molekuly polutantu biologickou cestou,
vysledek muaze byt pozitivni i negativni

* BIODEGRADACE

Rozklad organickych latek na mensi organické ¢i

anl?rganické molekuly (aminokyseliny, monosacharidy,
tuky)

* MINERALIZACE

Oxidace organické latky na oxid uhli¢ity a vodu (za
uvolnéni energie a tvorby mikrobidlni biomasy)

Néaprava ekologickych Skod - @ast



MIKROBIOLOGIE

7 7 o v e,/ o ?
Zakladni mechanismy vyuziti polutantd -

Substrates Products

(e.g., contaminants) CATABOLISM (e.g., CO,, H,0)
Energy generation

POLUTANT @

' NE PROTO, ZE '

ATP # MY CHCEME (m

1

Membrane potential

ANABOLISM

Simple Energy consumption Cellular
compounds . constituents

(e.g., amino acids, lipids) Biosynthesis (Biomass)

RITS EN BIO

Naprava ekologickych Skod - @ast



MIKROBIOLOGIE
KOMETABOLISMUS

e Kometabolismus je transformace organické
slouc¢eniny organismy, které nejsou schopné
tuto latku vyuzivat jako zdroj energie.

e Nespecifické enzymy pro jeden substrat jsou
schopné vyuzivat i jiné latky, strukturné
podobné (napf. monooxygenasy)

Naprava ekologickych Skod - @ast
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MIKROBIOLOGIE

KOMETABOLISMUS

Wachstums- Fremdstoffe,
substrate, zB. TNT
ZB. Zucker, CH,
Melasse, Mikroben- oM. L o,
Stroh zellen l “] ‘
Stoffwechsel: \“]f;
Enzyme, NO;
Energie,
[H] CHy
ON, A
i % TJET,_.Noz
|
H[-’
[H NH2

4-Amino-2 G-dinitratolual

i

CH,
ON., ,,.KV,NHZ
|‘~ £

Atmungs- oder
Géarungsprodukte

T
NH,
2,4-Diaminol-ﬁ-nitrotoluol

\

Weitere Reaktionen

Trichlorethylen (aerobné)
Trinitrotoluen

1,1, 1-trichlorethan

MTBE

Chloroform

PCB

Polyaromatické uhlovodiky
a mnoho dalsich

Naprava ekologickych Skod - @ast



MIKROBIOLOGIE

KOMETABOLISMUS

Kometabolickd
dehalogenace
trichlorethylenu
ZQ aerobnich
podminek

Growth substrate
CH,

===+ NADH

HO
NAD "+’

-

Methane /7
maonooxygenase), &

CH,OH

l

Intermediary
metabolism.
Generation of
reducing power

l

Growth

&

Cosubstrate

Cle. M

o ol
TCE epoxide

cuPE,:H

Break down to
formate, CO,

dichloroacetate,

glyoxylate



MIKROBIOLOGIE

BAKTERIE VYUZIVANE PRI BIOREMEDIACI
Pseudomonas sp.
Burkholderia sp.
Xanthomonas sp.
Acinetobacter sp.
Micrococcus sp.
Rhodococcus sp.
Ralsfonia metallidurans
Deinococcus radiodurans
Arthrobacter sp.
Sphingomonas aromaticivorans
Nocardia sp.

Comamonas sp.

Naprava ekologickych Skod - @ast



MIKROBIOLOGIE

BAKTERIE VYUZIVANE PRI BIOREMEDIACI

Bakterie rodUu Xanthomonas sp. a Burkholderia sp.
jsou schopné vyuzivat > 100 chemickych
sloucenin jako substrat.

Rhodococcus sp. — lipofilni slozky bunécné stény
(peptydoglykan) usnadnuiji fransport lipofilnich
polutantU do bunky. Vytvareji biosurfaktant. Jsou
schopné velkého mnozstvi metabolismu.

. b,
P - .
r . - e b,
2 - e A &
4
L & 2
22 &
o 7
o - .

Rhedoc ouet®

Naprava ekologickych skod - ¢



MIKROBIOLOGIE

Pro biologickou sanaci se jen
vyjimecné vyuziva jediny bakteridlni
kmen. Prakticky vzdy se jednd o
vznik bakteridlniho konsorcia, které
je vytvoreno vnesenymi aktivnimi
kmeny a kmeny vzniklymi pod
selekénim tlakem kon’rcminace Y
porostredi. :

Mikrobialni konsorcium

dehalogenujici
tetrachlorethan
Naprava eko




MIKROBIOLOGIE

9 BURKHOLDERIA /




MIKROBIOLOGIE

* Pro biologicky rozklad polutantu je
nezbytné, aby mikroorganismy
obsahovaly enzymy, které jsou
schopné katalyzovat degradacni Ci
biotransformacni reakce polutantu.

e Fyziologické pochody nesmi byt
inhibovany pritomnymi polutanty

e Kontaminované prostredi nesmi
ousobit na mikroorganismy toxicky

Naprava ekologickych Skod - @ast
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MIKROBIOLOGIE

prostredi je treba zagjistit dostatek

makrobiotickych prvku (dusik jako

N

H, a fosfor jako orthofosfat) o

e Vhodné pH, teplotu, dostatek

V]

nkosti (v pudé) a pritomnost

findlnich akceptoru elektronu

Naprava ekologickych skod - ¢



MIKROBIOLOGIE

e Nékteré polutanty nelze odbourdvat
vedle sebe,

napriklad

TOLUEN CHLORBENZEN

Naprava ekologickych Skod - @ast



MIKROBIOLOGIE

OPTIMALN| PODMINKY - BAKTERIE
e pH 4,5 a0z 8,2

e Obsah vihkosti nejméné 30 % pudni
vodni kapacity

e Enzymy — oxydasy, monoxygenasy,
diooxygenasy, hydrolasy, peroxidasy

. o
%’Q{f’ . %

Naprava ekologickych Skod - @ast



MIKROBIOLOGIE

BIOLOGICKY ROZKLAD POLUTANTU

AEROBNI - v pfitomnosti kysliku (alifatické
uhlovodiky, nékteré chlorované ethyleny,
aromatické uhlovodiky, fenoly), kyslik je
findlni akceptor elektrony

ANAEROBNI - bez pfitomnosti kysliku
(pentachlorfenol, tetrachlorethylen,
aromatickée uhlovodiky, organické
kyseliny, nitroaromatické slouceniny — TNT,
RDX, HRX — findini akceptor elektronu jiny

nez kyslik

Naprava ekologickych Skod - @ast



MIKROBIOLOGIE

e AUTOCHTONNI: vyskytuji se v horni-
novém, optimalizace podminek

e ALOCHTONNI: bioaugmentace,
selektované kmeny podle viastnosti,
priprava na lokalité (kultivace za

selek&nich tlaku), vyredéni plasmidu =
ztrata aktivity

Néaprava ekologickych Skod - @ast



MIKROBIOLOGIE
FINALNI AKCEPTORY ELEKTRONU

Respiration Redox Energetics

Aerobni Ppotential (mV) AG° (kJ)

Chemotrophic O, H,0
aerobic i
\\ 7 y co, _ Aerobic +800 21746
\CE” ase  (Pseudomonas)
<
' ;:: Chemotrophic A Naero b ni
o i anaerobic
Phototrophic | .. ; NO- 1Oy (M)
anoxygenic H N2 y co, Denitrification
(Rhodopseudormonas) ™. / \C ol rmes (Azoarcus)
Light ’ : Fe* Fetr

Cell mass

Ferric ion reduction
5 > co {Geobacter)
Cell mass

CD{-"‘-.- 5042_ HzS
" Organic

cornpounds » O, Sulfate reduction

(Desuffobacterium)

Cell mass
Cell mass

HY, €O, H,, CH,
Fermentation Organic acids M » O Methanogenesis
(Syntrophus) (acetate, etc.) ! (Methanospiriflum)

Cell mass



AEROBN| METABOLISMUM

Electron Acceptor Electron Donor

CO, + H,O + biomasa

+

Electron |, Electron I Respiration
Donor Acceptor Products

+ Energy

DISSOLVED
SLLECU I gickych Skod - @ast




AEROBNI METABOLISMUM

Hydrecarbons

Initial attack by
oxygenases

Degradation by
peripheral pathways

2

Intermediates

C{i of tricarboxylic Cs

NH, acid GYC|E /J
POf: Cﬁ t,
SO &
Fed cQ,

a Cell biomass

H.O

Hlavni principy aerobni
degradace uhlovodik
Proces spojeny s rustem

1 Skod - 2ast



STECHIOMETRIE AEROBNiHO
ROZKLADU UHLOVODIKU

e Oxidacnireakce: C,H, + 12 H,0 — 6 CO,

+ 30 H* + 30 e
* Redukcénireakce: 7.50,+30H*+30e —
]5 HQO Organic

Contaminant

<

1 g C,H, pofrebuje na
Uplnou oxidaci 3 g O,

0, & :
Nutrients Bacteria

Néaprava ekologickych Skod - @ast



1.

AEROBN| METABOLISMUM

Metabolické procesy pro zlepseni
kontaktu mezi bakterialni bunkou a
organickym polutantem. Molekuly
polutantu musi byt dopraveny do
bunky, protoze bakterie nemaiji
exoenzymy pro degrodom

07?4,(:'..273—0_(';1-(—CH27600H
cr—{E CH, Ha
GH, GHa
OH OH CH, G
CH, M2 Emulsification
, cHy ¢t —— O
cHy SHe 000
apriklad syntéza o
Formation of micelles

Rhamnolipid

biologickych surfaktantu. ls;::::;:m B

Naprava ekologickych Skod - @ast



AEROBNI METABOLISMUM

2. Pocdatecni atak organického
polutantu zacind oxidacnim
procesem, aktivaci kysliku a
inkorporaci kysliku do molekuly
polutantu. Vsechny reakce |sou
katalyzovdany enzymy oxygenasami
a peroxidasami.

R-(CH2):-CH5 R-(CH2):-CH5 R-(CH2)-CHs

NAD* + 0, + NADH +0,
+H, - NAD*

R-CH.-CH=CH; R-CH;-CH;-0-0-H

+ H,0 +H
NADH - H:0
v MNADH
R-(CH,).-CH,-OH
-2

"y




AEROBNI| METABOLISMUM

3. Periferni degradacni cesta prevadi
organicky polutant krok za krokem
na meziprodukty centralnino
metabolismu, napriklad na
trikarboxylové kyseliny.

4. Biosyntéza bunécné hmoty
z prekurzoru vzniklych v centrdlnim
metabolismu, napr. acetylCoA,
sukcindat, pyruvat. Cukry se syntetizuji
glukoneogenezi (synteza glukosy
v bunce de novo).

Naprava ekologickych Skod - @ast



AEROBNI METABOLISMUM
AEROBNI DEGRADACE n-ALKANU

CH; — (CH)n— CH; —CHg

n-Alkane
D
(I'JH
CH; — (CHz)n— CHy CH,OH CHs == (CHz)n—CH —CH,
Primary alcohaol Secondary alcohol
NAD"® NAD"
NADH @ NADH o
il

Aldehyde Methylketone

NAD“‘ NAD+ 02
@, 0
NADH NADH H,O
)iy
CH; —(CHz)p, CH; COOH CH; — (CH)— O— CH—CH;,
Fatty acid Acetyl ester
"0
HOOC —(CHa)n—CH,—COOH CHz — (CHy) ~5—CHOH
Dicarboxylic acid Primary alcohol Acetate
Fatty acid
4' /

‘ P-Oxidation '

Acatyl-CoA

l

Intermediary metabaolism



AEROBN| METABOLISMUM

Monooxygenase reactions
0, H0
CH,~(CH,),-CH, +(CH,).-CH,OH
n-Alkane Pri
Rubredoxin Rubredagxin
Fe* Fe onooxygenasa do

1 atom kysliku, druhy se

/ redukuje na H,O
02 HZO H H,O H OH
%—%’ O——Lb OH 7—T @[
O @H @H OH

NADH NAD" NAD* NADH

Benzene Arene oxide trans-Dihydrodiol Catechol

Naprava ekologickych Skod - @ast



AEROBN| METABOLISMUM

Dioxygenase reaction
NADH NAD' " NAD* NADH
Benzene cis-Dihydrodiol Catechol

Dioxygenasa inkorporuje do molekuly substratu
2 molekuly kysliku

Naprava ekologickych Skod - @ast



AEROBN| METABOLISMUM

HO H
OH
SO
OH
OH A
O(*_ cu;:;o-cooul @[/\/
COOH
CHO /
l ;
OH OH
L — T
l COOH - COOH
oH l COOH
e coou‘_ /Ii:o/
\\ = o M \ \coou
lcuo

T

obr. €. 2 Bakterialni katabolicka degradace naftalenu

Prvnim krokem je dioxygenasou
katalyzovany prenos dvou atomu
kysliku do molekuly nafthalenu
nasledovany Stépenim aroma-
tického kruhu.

U polyaromatickych uhlovodik
s vice aromatickymi jadry to vSak
funguje trochu jinak. Dvodem
jsou termodynamické vlastnosti

molekuly = ="

Naprava ekologickych skod - @ast



AEROBN| METABOLISMUM

AEROBNI DEGRADACE o
POLYAROMATICKYCH UHLOVODIKU

Anthracen 9,1-Anthrachinon D I O LY !! !

!

T
‘:.""\_‘.\\ ',,-" x“ "/ ‘-.‘_‘ __/f-"

e

i H
a HO

PN e <~ OH
L —— U F

0
1
-_;___.;_'."-?‘-\__ o ___,-"":.\‘{b
L\;h ,,-H\ ,J[\ ,./:J
e \.Lrl',-- e
0

B L Tt L
H“‘%, . et

Anthracen-1,2-o0xid Ahthracen-trans-1,2-dihydrodiol

Pyren Pyren-4,5-oxid Pyren-trans-4,5-dihydrodiol - 2ASt



AEROBNI DEGRADACE
MONOAROMATICKYCH UHLOVODIKU

Aerobic Degradation of the BTEX Chemicals

1

"N \ KATECHOL

S .L
o

|E| Toluene | OH
? d_________————_"' oH
|E|Eﬂ1::.r1h enze Benzene
Toluene: B = CHy

Ethwlbergens: R = CH2CHA

m-Xwlene: R =CEs
|E| m—}s'.j.rlene

Naprava ekologickych Skod - @ast




Toluene

CH,
@“" @ A

Phenol 3
i
N i
Benzene \ OH o

Catechol
COQOH

OH

Protocatechuate
@ COOH
COOH CODH @ECOOH
Benzoate ':CH 2)-CH, @\ Phthalate

OH m-Nitrobenzoate
p-Hydroxy-
benzoate Alkylphen ol



A

7Y ™ AEROBNI

o-Cleavage e OH m-Cleavage enol
(E/ET Chul\oi‘ = ROZKLAD
2 @ _ O
CCOOH E:SSOH ORTHO a META STEPENI
5 ~COOH ~~on KATECHOLU ZA AEROB-
cns-,aéisiMuconate 24—;)::;?313:1;::0- NICVH POVD MINEK E ’
. no NEJCASTEJSI FINALNI
@c=o COOH METABOLICKA CESTA
o oty coon DEGRADACE AROMATICYCH
@| Héhc,éo UHLOVODIKU

. Fenol monooxygenasa
2-0x0-penta-4—enoate Y9

COOH
*N

1
2. katechol-1,2-dioxygenasa
3-Oxoadipate enolactone @ lz H,O0 3. Laktonizacni enzym
©l 4. Isomereasa mukonolaktonu
o GOOH 5. Oxoadipdt enollakton hydrolasa
COOH Co 6. Oxoadipdt sukcinylCoA transferasa
COOH f;‘er g ﬁo:jeclhol 2,3—di'oi<gj/g§n§sclj< |'
3 Oxoadipate I-IO—C*H . Hy r;cz)g;ﬁos\%nlo ehydu kyseliny
(&) CHa 9. Hydrolasa oxopentoové kyseliny
COOH 4-Hydroxy-2-oxo-veleriate 10, Aldolasa 4-hydroxy-2oxovalerové
+ CH; —CO-SCoA @ﬁl kyseliny
COOH

Suceinate Acetyh-Coh Acetaldehyde + Pyruvate 4 - 45t



AEROBN| METABOLISMUM

POLUTANTY, KTERE LZE BIOLOGICKY ODBOURAVAT
ZA AEROBNICH PODMINEK:

*n-alkany e substituované alkany

e alkeny e neutrdini fuky

e MTBE e kresol

e organické kyseliny e polyaromatické uhlovodiky do 4
e aldehydy az 5 kondenzovanych

aromatickych jader
e topny olej
e l|etecky peftrolej
e chlorbenzeny

alkoholy alifatické

e fenoly

e katechol (dvojsytné fenoly)
e frichloethen

« dichloethyleny s et -
« vinylchlorid e substituované aniliny
* monoaromatické uhlovodiky * Clcctl. R e s ih
(benzen, toluen, ethylbenzen a 133"'"
. 1A
xyleny) I R

T

Naprava ekologickych Skod - @ast Al !:."*':::! i I "".q,'. |




ANAEROBNI METABOLISMUM

FindIni akceptor elektronu je jiny nez kyslik: dusic-
nan, sulfat, Fe3d*, vodik, oxid uhlicity, Mn4*...

Anaerobni procesy jsou vyrazné pomalejsi nez
aerobni.

Vznikd veétsinou mnohem vétsi mnozstvi vedlejSich
oroduktU (nékteré mohou byt toxické) nez piri
aerobnim procesu

Carbono S0 ‘.--:'c’
oxidado
@
@
S Fe=*
Carbono reducido

reducido :: '“"I : :i:

Naprava ekologick




FINALNi AKCEPTORY ELEKTRONU

Electron Acceptor Zones in Plume

: Monitoring wells
Service g ~a

Station

Groundwater flow




Eh

FINALNi AKCEPTORY ELEKTRONU

+500

-300

Oxygen: O, =——pH,O
Nitrate: NO,” =——pN,
Manganese: Mn**  ep Mn*2
Iron: Fet? =—pFe*’
PCE: PCE =——p TCE
Sulfate: SO, —pS°
Carbonate: CO, —p CH,

Néaprava ekologickych Skod - @ast

1— aerobic

J

>anaerobic




ANAEROBNi METABOLISMUM

Praktficky se vyuziva pri dehalogenaci substituovanych
uhlovodikU a chlorovanych organickych sloucenin.

Nejzndmnéjsi je reduktivni dechlorace

poerchlorethylenu, Reductive Ez;;g y—
o p , 4 . . @ coo agam
ktery ma uhlik v maxi- Dechlormation € § ® e
mMAlnim oxidacnim Pathway o
STUpni, takze ho oxi- 1.1- DCE cis - 12 DCE Irans 1,2-DCE
dacne nelze }Qg M %{
rozk|é dat. vlnw r::monde
§ U g
Ethene Complete Mineralization
> %P SO
U
Ethane
(H) (H) _
Népl’ @ oo @ Modified fmm

Wiedemeier ot al,, 1996

(H) (H)



ANAEROBNI METABOLISMUM

Anaerobni procesy se hojné vyuzivaji jako

preduprava pri osetrovani kontaminace
oolyhalogenovanymi slouc¢eninami, napriklad
DDT, polychlorované dioxiny, PCB, chlorované
oesticidy, polybromovand zhdsedla ¢i TNT,
RDX, HRX apod.  pprt

Cl Cl




ANAEROBNI METABOLISMUM

DDD

DDE




ANAEROBNI METABOLISMUM

e Reduktivni dehalogenaci dojde ke zméné
molekuly, kterd je potom sndze biologicky
odbouratelnad.

e Samotné biologické cisténi
polyhalogenovanych sloucenin se proto
provadi v sekvencich: anaerobni faze -
aerobni faze

Naprava ekologickych Skod - @ast



ANAEROBNI METABOLISMUM

o Anaerobnirozklad n-alkanu a dalSich
alifatickych uhlovodiku je mozny, ale je tak
pomaly, ze nenasel praktického vyuziti.

Podminky, za kterych mUze probihat, se

dosahuji jen obtizné. Naklady na anaerobni
cisténi materidlu kontaminovanych ropnymi
uhlovodiky by byly velmi vysoké a frvaly by
neunosné dlouho.

Naprava ekologickych Skod - @ast




POROVNANI

Aerobic Anaerobic
= Effluent, Effluent,
CO3z, 4% 10%
48% / ‘

--

Biomass|
5%

Biomass,

48%

1.1 mJikg-COD +4.3 MJikg-COD
+31 g NH;-Nikg-COD  +3.2 g NH4-N/kg-COD

Néaprava ekologickych Skod - @ast



ANOXICKY STRES

e Prechod mezi aerobnim a anaerobnim
metabolismem tvor anoxické podminky
(koncentrace rozpusténého kysliku v podzemni
vodé 0,1 mg.L''az 0,5 mg.L ).

Pri nizkych koncentracich kysliku v prostredi
vznikd tzv. anoxicky stres, ktery zpusobuje m.j.
zvysovani specifické spotreby kysliku na
odbourdni jednotkového mnozstvi organickeho
substratu (az 10ndasobné). Tim se vyrazné zvysuji
naklady na eliminaci organickych Iatek
napriklad pri Cisteéni odpadnich vod ale i pri
sanacich.

Naprava ekologickych Skod - @ast



KDE ZiSKAT INFORMACE

hﬂ'p://umbbd.mSi.Umn.edU/ UNIVERSITY
University of Manitoba Biocatalysis/

Biodegradation Database -

UM - BBD

203 metabolickych cest

1405 reakci

1301 latek

920 enzymU

510 mikroorganismu

246 biotransformacnich pravidel
50 organickych funk&nich skupin .
/6 reakci nafthalen 1,2- leOXlgenosy 28
109 reakci toluendiooxigenasy

21.8.2011
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BIOLOGICKE SANACNIi METODY

ORGANICKE POLUTANTY

ANORGANICKE POLUTANTY

Redukce sulfatu
Fytoremediace
Mokrady
Biosorpce
Bioimobilizace
Biostabilizace

Biologicka redukcea
oxidace kovu a radionuklidu

Pfirozend atenuace
Biofiltrace
Denitrifikace

Bioventing
Biosparging
Bioslurping
Bioaugmentace
Fytoremediace
Bioimobilizace
Biosorpce
Kompostovani

Aerobni rozklad polutantu v
zeminach

Kompostovani
Landfarming
Kometabolismus
Prirozend atenuace
Biofilirace
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ZPUSOB APLIKACE

IN-SITU = na misté bez tézby pevnych
materialvu, bez cerpdni vycerpdvani
podzemni vody

EX-SITU - po vytéZzeni pevnych materidlu
nebo vycerpani podzemni vody a
premisténi z kontaminované lokality
ON-SITE - po vytézeni nebo vycerpdni na
kontaminované lokalité

OFF-SITE - po vytézeni nebo vycerpadni
mimo kontaminovanou lokalitu

Naprava ekologickych Skod - @ast



BIOREMEDIACE IN-SITU

* DEFINICE bioremediace in-situ : Vyuziti
prirozenych nebo vnesenych
mikroorganismu k tomu, aby
transformovaly, rozlozily nebo
imobilizovaly polutant pritomny v
saturované ¢i nesaturované zéné

» CIL; Odstranit nebezpeéné viastnosti
polutantu(0) tak, aby vzniklé latky jiz
nepusobily nebezpeci pro lidské zdravi a

Zivotni prostredi

Naprava ekologickych Skod - @ast




OBECNE SCHEMA REMEDIACE IN SITU

Sllejgspglsdelzldfes)) | MACROSCALE

Garoon
Dioxide

nutrients

Oxygen and | ol

| MESOSCALE

18934, CENTER FOR BIOFILM ENGINEERIMNG, MSLU-BOCEMAN



OPTIMALNI PODMINKY

Environmental Factor Optimum conditions
Available soil moisture 25-85% water holding capacity
Oxygen >0.2 mg/L DO, ':_»10% air—fill_ed pore

space for aerobic degradation
Redox potential Eh > 50 millivolts
Nutrients C:N:P =120:10:1 molar ratio
pH 5.5t08.5
Temperature 15-45°C

Naprava ekologickych Skod - @ast



BIOVENTING

e Princip metody: do nesaturované zony
zapravit dostatek kysliku pro biologicky
rozklad polutantd. U&elem neni vyuZivat

fyzikalnich a fyzikdinéchemickych

oroincipu k odstrariovdni t€kavych
oolutantU jako je to prfi ventingu
(0odsAvdani pudniho vzduchu).

e Podstatné mensi naklady na odstranéni
jednotkového mnozstvi znecisténi ve
srovndni s ventingem.
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BIOVENTING

. B (g\j L“ﬂ._ LUﬂ"
| Gereinigte Einblasung Einblasung

Blologischer
Abbau
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BIOVENTING

e Vétsinou se pudni vzduch extrahuje,
nikoli vilaci

e Rychlost vtldceni vzduchu je pomald,
vetsinou se vilaci pretrzité. Rychlost

vildceni se urcuje podle rychlosti
spotreby kysliku bakteriemi.

e Respiracni test slouzi ke zjisténi rychlosti
spotreby kysliku bakteriemi (10 mg.kg
I.d') a podle jeho vysledku se
navrhuje sanacni systém.

Naprava ekologickych Skod - @ast



BIOVENTING

e Stanoveni prumeéru vlivu ventingového
vrtu ® vzddlenost vrtu od sebe a jejich
pocCet v kontaminované plose.

e Osetreni extrahovaného pudniho
vzduchu napriklad biofiltraci Ci
katalytickou oxidaci (podle
koncentrace znecisténi v pudnim
vzduchu)

Naprava ekologickych Skod - @ast



BIOVENTING

e Alfernativou bioventingu je venting
(odsavdani pudniho vzduchu) - vie je
zalozeno na fyzikdinéchemickych principech

DISCHARGE THROUGH ROOF TO ATMOSPHERE
I

EFFLUENT YAPOR CARBON VESSELS IN
'j,f’ SAMPLING PORT | SERIES CONFIGURATICH
|
[ |
|
1o gl . FUACLUM
. -] ! { CALIGE fa—'i"n'jﬂ.l'EFt SEPARATCR
3 | - IMLET EILTER /
/ 7 | |
. |
|

!

INFLUENT VARCR
[m LING POET

| .- q
\ -3 —“i_i,-— FLOW

et R 1 INLET FROM WVAPCR
j,-' .' [ IL EXTRACTION WELLS
HIGH TEMPERATURE { | \ \ LICARD LEVEL SWITCH
] SHUT-OFF SWITCH / | b MOTOR
Ll ' MAPDR - { L1
ING PORT BLOWER- |'I STARTER
|
FLEX-ALNE-

DETAIL OF A VAPOR EXTRACTION SYSTEM



BIOSPARGING

l Air injection

Ground surface
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BIOSPARGING

Soll Vapour Extraction

Alr Sparging
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BIOSPARGING

e Pilotni test:
- prumeér vlivu air spargingového vrtu,

- rychlost spotreby kysliku v podzemni
vodé  (vypocet biodegradacni
rychlosti)

Naprava ekologickych Skod - @ast



BIOSPARGING

e Alfernativa biospargingu je
Air Sparging — fyzikadinéchemickd
metoda spojuje stripping podzemni
vody s podporou biologické
degradace v nesaturované zoné

Exfraction Vipor
Equiprrent Tieatrrent
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PUDNIi BIOREAKTOR

SVE PILOT TEST SYSTEM

AIR/WATER VACUUM BLOWER VAPOR TREATMENT
VAPOR KNOCKOUT TAN / —~~  UNIT
SAMPLING PORT M / /
PRESSURE

u l PRESSURE
SAMPLING
bioreaktor Gzl PROBE
N Ha_
VAPOR »
\
FLOW 1,
2 A
WATER TAELE e

1l[| <

Copyright (G} by Princeton Groundwater, Inc. of Tampa, FL. All rights resenoed undar
Pan Armerican and Imemational Copyright comeentions. These figures and photos mey
not be screon-captured, copied andfor usad in any form or By amy means withou
written permission from Princeton Groundwaler, Inc. (81 3964-0800, Tampa, FL, USA)
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BIOSLURPING

BIO SLURPING

off - gas
treatment

knockout
tank

air fMow
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BIOSLURPING

Air Discharge

Air
Treatment

Hydrocarbon/
Water Separator

v

Vacuum Pump

Hydrocarbon

11 f 5 =—=—p Discharge
\ Water Discharge

Ground Surface -
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EX SITU BIOREMEDIATION

)

UloZenfna dekontaminalh
ploses

— Rizeni procesu + doddvka vody, makrobiotickych prvkd, s
=== Reinokulace, konftrola eliminace polutantu éﬁ(‘%@
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EX SITU BIOREMEDIATION

BIOPILE

AGRICULTURAL SILAGE
PLASTIC COVER SHEET

100mm PVC PERFORATED PIFE

e
f.-':::-w’

Gm® WAPOUR BARRIER LIMER

150 CFM BLOWER ON

. Afdexiang | optoreel]

INTERVAL TIMER ;"'. ..... L e i T T T -, Recirculate [opticnnel 1
w—
Drawh fh w. dlvoer Iil.nl.{ﬂ-lﬂﬂllt. Iand .
pir Hologhacter Lezengricel evi

Wil wIi
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BIOPILE SYSTEM

hdcnitaring

20-mil HD PE Cower 3
Faint

i rackaut
Tark

LLC

Front Yiew

G0 mil HDFE Clean Sail
Linar Hase

Fea Graval
Haration Haader hdaund

Hotivated

Charcoal Drums 1.5 HF Cantaminated

Saill

Brasz or PWE Walve

[ To Hzader)
Explanation
CW  Chechk Walve Side Vi
OV Drain Wahve Smooth PYC Ferforated Flastic e View
LLC Liquid Leveal Controller Aeation Fipe
F o Prassume Gaugs
W Malva NOT TO SCALE
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LANDFARMING

N a4 N e/

e Nejjednodussi metoda, nejlevnéjsi. Provadi se |
na nezabezpecenych plochdach.

e Vyuziva se v Austrdlii, USA, Brazili a nékterych
dalSich zemich zejména pro Upravu a
snizovani obsahu ropnych latek v kalech

Z tezby ropy.




LANDFARMING
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BIOIMOBILIZACE, BIOSTABILIZACE

e Bioimobilizace: nejprve biotranstormace
tézko odbouratelné molekuly (PAU,
chlorované a halogenované pesticidy,
nekteré vybusniny). Hlavnim cilem
biotransformace je zmenit polaritu molekuly
(hapriklad reduktivni dehalogenaci a
vhesenim hydroxylovych skupin)

e Funkcni skupiny umoznuji mnohem pevnéjsi
vazby napriklad do huminovych latek a
vytvoreni komplexnich molekul bez
negativnich UCinky na zivotni prostredi.
Vazba je ireverzibilni
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BIOIMOBILIZACE

892 —> @ toos @
@ (o) ‘o BIOTRANSFORMACE

Pyrene g NéSIQdOané

1,6-Pyrene qumone 1,8-Pyrene quinone
o .
12 l I
1
9 <o +
7 6 Y "
(o)
Benzo[a]pyrene 1,6- Benzo[a]pyrene quinone 3,6-Benzofajpyrene quinone 6,12-Benzo[alpyrene quinone
8 9 1 N COOH
Goo — B —~ O - -
8 8 COOH
5 10 4 1l
Anthracene 9, 10-Anthraquinone Phthalic acid
3
4 2
1 1 — @ — 002
oo,
7 10 @ COOH
5 ; =i i napiiklad
o SOrpcCi naprikia
Phenanthrene Phenanthrene 9,10-quinone 2,2 Diphenic acid

do huminovych

OO — Or0O = ErE  latek

Fluorene * 9-Fluorenol 9- Fluorenone
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BIOSTABILIZACE

Biostabilizace: Prevod napriklad rozpustnych
soli na nerozpustné redukci (oxidaci) kovu Ci
radionuklidu.

A
Electron Acceptor Energy
Electron Donor Cellular Metabolism Waste
/ Cell biomass
Carbon Source
Bacterial Cell
B

Carbon Source

Heavy Metal (soluble) / Energy
Electron Donor Cellular Metabolism Waste
/ Reduced Heavy Metal
\ (insoluble)

Bacterial Cell Cell biomass

Electron Acceptor Energy
Hydrocarbon Pollutant ellular Metabolism Waste
/ \‘Cell biomass

Carbon Source
Bacterial Cell

Néaprava ekologickych Skod - @ast



BIOSTABILIZACE KOVU

i) srdzeni a imobilizace (srdzeni sulfidu)
ii)redukce na nerozpustny nizsi oxidacni
stupen kovu

iii) sorpce na mikrobidlni biomasu a
biopolymery

IV) vazba do slozek prostredi, imobilizace
a snizeni nebezpecnosti

Naprava ekologickych Skod - @ast



REDUKCE A SRAZENi KOVU

Redukce siranu na sulfid
2CH,O + SO+ + H* = 2CO, + 2H,O+HS

Srézeni sirnikU kovu
Me?* + HS™ & MeS(pevny ) + H*

Naprava ekologickych Skod - @ast
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b HY

REDUKCE

. l-"h.l.'i h. “I-i

ot Ll e
bk, mhile}

pu®

ilimardulslr, ikl |

[
dntrhlrbe, b

Electrons from onganic compounds

[

LHVT, TV, TeiVin
toxidized, soluble, mobike)

LIIVY, Crilily, Tellvy
* (reduced, imoluble, immobilel
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REDUKCE

e Shewanella

MnO,

oneidensis - 2 \?

redukce UO,, f
e dalsi kovy Mn, Fe,

e soucasne redukuje .
i organickeé Iatky f -

&
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REDUKCE
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SCHEMA REDUKCE

Cell m
+ =
Envelope Fesd+ Fe? 28
Vnéjsi 8 =
) &
membrana =
o
.-_'_."*..'.:r E E
..... d 3
&
g
E
=
2 s
g2
iiiii i

reduced e donor
+ CO,

e” donor
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STAVBA BAKTERIALNI BUNKY

Riooon

CYTORPLASMIC MEMBRANE

FPERIPLASMIC SPACE

CELL wWaLL
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BIOIMOBILIZACE, BIOSTABILIZACE

e Biostabilizace: Uvedeni prostredi do
redukcniho stavu (sulfatredukujici podminky)

504 +COD -~ — = HS 1 CO)
: sulfate reducing
e o e e |

- +
e NS |
sulfide heavy metal
metal sulfide

[soluble] [insolubie]

Hs .0 = 0. o |

sulfide oxygen chemotrophic bacteria water
(eg. Thiobacillus) 25;3 ?ntal

[insoluble]




FYTOREMEDIACE

E irati
Phytovolatilization (1 H:;ﬁﬁ'gf ration

Phytoaccumulation/
Phytoextraction

Phytodegradation / Phytostabilization %

Rhizo(sphere) Degradation
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FYTOREMEDIACE - MOKRADY

Cisténi odpadnich vod komundlnich ???

Floating and Emergent Plants Floating and E Plant
Hydeaulic Grage ry
Ling \ ¥y ‘,‘r( 4
s F I B S
7 day Growth Plants
tic T2 y o \ Submerged
Sefmmue:? : i, st A LT Open Water Surface
. L

Infet Settling Zone

Plastic Membeane Lingy
of Impermeable Soil

-p—— JONE1 —P p—— ZONE 2 —p  lp—— TONE 3 —

Fully Vegetated Open-water Surfoce Fully Vegetated
Anoxic Acrobic Anoxic
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FYTOREMEDIACE - MOKRADY

Cisténi prumyslovych odpadnich vod v Evropé je
mozné celoroc¢nélll

Waste water Cleaner water
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