TOXICITA, BIODEGRADACIA A REMEDIACIA
SEDIMENTOV KONTAMINOVANYCH PCB

SSSSS

SEEE Katarina Dercova

""" .. ', Laboratérium environmentalnej biotechnologie
| ~ "B | Oddelenie biochemickej technolégie

Ustav biotechnolégie

. Fakulta chemickej a potravinarskej technolégie

Slovenska technicka univerzita Bratislava

SSSSS

----- Jana Ciémanova

FFFFF

----- Jana Seligova

Katarina Demnerova, VSCHT, Praha
Martina Mackova
Petra Lovecka

¥, Pavel Hucko, VUVH Bratislava
Patrik Kusnir




Polychlorovane bifenyly (PCB)
substitucné derivaty bifenylu
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3,3’,4,4’,5-pentachlorbifenyl (najtoxickejsi kongenér)

Gas chromatogram of unknown substances
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t Globalna produkcia tzv. ,,spinavej dvanastky“(dirty dozen)
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A Dioxin 10,5t G Aldrin 240 000 t
B PCB 1-2 mil. t H Dieldrin 240 000 t
C HCB 1-2 mil. t | Endrin 3,12 mil. t
D Mirex (-) J Toxafén 1,33 mil. t
E Chlordan 70000 t K Heptachlér 900 t

FDDT 2,8-3 mil. t

Stokholmska konvencia

A minimalizacia neumyselne produkovanych POPs

B —C eliminacia pouzitia priemyselne produkovanych POPs
C-K kontrola priamej produkcie ,,POPs pesticidov*




CHEMKO Strazske
' 1959-1984

Aroclor — Monsanto USA 1929-1977
Phenoclor - Francuzsko

Kanechlor - Japonsko

Chlorophen - Polsko

Delor, Hydelor, Delotherm — CSSR
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Obr. 1. GC-ECD chromatogram Standardnej zmesi PCB Delor 103 a Delor 106, 2:1 wiw.
Tab. 1 Cislo piku, retenény &as, Sislovanie IUPAC, pozicia atému chléru a hmotnostné zastipenie kongenérov
(Dercové a kol ) PCE v zmesi Delor 103 a Delor 106, 2:1 wiw. .
: Cislo Reten&ny IUPAC Pozicia atémov hmotnost.
piku Eas (min) chiéru zlomok(%)
_ 0 1 u:oa 4,10 225 26 187
DELOR 103 - 40 % CI 2 i3 zo 24i2s i
4 16.06 5,8 2,3 24 2.97
. 1540 i 235 7
DELOR 106 - 60 % CI : it g e
10 19.57 16, 32 2,2,3; 2,4, 6 6.92




PCB vyrabaneé na Slovensku

Delor 103 ~ Aroclor 1242

naplne transformatorov a kondenzatorov

Delor 106 ~ Aroclor 1260

prisady do tlaciarenskych farieb

Delotherm
kvapaliny do teplovymennych systémov

Hydelor
kvapaliny do hydraulickych a mazacich
systemov



Mnozstvo PCB vyrobene
v Chemko Strazske: 21 500 t

Predané odberatefom v CSSR
11 610t (5 500t CR; 5 500 t SR)
Exportovaneé (hlavne do NDR)

9870t

Produkcia odpadov
asi 1 600 t



Inventarizacia PCB na Slovensku
- Situacia v novembri 1997 -

Produkcia odpadov Osud neznamy
1 600 t 2 700t

V pouziti
, 1000 t
Uskladnené : g
Vyrobky 1600 t Zneskodnenée

4 000t 300 t



Inventarizacia PCB (2001-2003)
> 4500t

1000 t — odpady (bifenyly, terfenyly)

1000 t — 400 transformatorov, 30000 akumulatorov, 400 ks iné
zarladenia

1500 t — oleje, farby
900 t - skladka Plane




nepouzitych produktov PCB

& Bifenyly a terfenyly :w
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Vlastnosti PCB

| Definicia POPs Vlastnosti determinujuce spravanie sa POPs
Vsadepritomné = semiprchavost’, globalny transport
Pretrvavaju v environmente = sorpcia, perzistencia

Zakoncentrovavaju sa v tukovych tkanivach = hydrofébnost’,
bioakumulacia

Su nebezpecné pre ludi a divo zijucu zver = toxicke,

potencialne mutagény, karcinogény, teratogenne, endokrinne
disruptory

s B AL R b

ovzduSie pbébda voda




TOXICITA

* Akutna
 Chronicka

chlorakné, poskodenie pecene, reprodukcné anomalie, karcinogeneéza,
neurotoxicita, Potterove] syndrom

estrogenne ucCinky - imitatory a blokatory hormonov, vplyv
na hormonalne syntézy a receptory, Stitnu zlazu

600

500

Mnozstvo
indikatorovych PCB
v materskom mlieku
(Holoubek 2006,
www.recetox.chemi.
muni.cz)
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Hladina PCB v rybach

Michalovce (znecCistena oblast’) vs Stropkov (pozad'ova oblast’)

Predatory

Vody Stropkov

Planktonophage+benthic AL T 7
S Tt

Predatory

Vody Michalovce

Planktonophage+benthic

(sum of all congeners, lipid weight)
(Ko€an a kol., 1998)

karas striebristy — nalezy - 15-220 nasobok
hodnoty PCB na ostathom uzemi SR




Dekontaminacia PCB ‘b.b

» Spalovacie technologie (dioxinove filtre, CBC proces...)
» Plazmove technologie (Plascon, ONSV, EO) :

» Nespalovacie technologie: m e 2

» Fyzikalno-chemicke metody -(vy%aduju extrémneapodmienky -
pH, teplota, tlak...)

> Biologické metody — bioremediacia — vyuzivaju degradacnu
cinnost mikroorganizmov - ekonomicka a ekologicka alternativa




Aerobna degradacia PCB
2,3-dioxygenazovou metabolickou drahou
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génmi bphA — bphG, spusta tzv. vichnu degradacnu drahu PCB
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Baktérie Dehalococcoides §
- Baktérie Desulfomonile tiedjei

v Cr

l. i
Cl_*ArCl—+Ar-R—H+ArH+R

Redukcna dehalogenacia

Bedard, 2006
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Ubytok a premena vys$sie chlérovanych kongenérov PCB
(Aroclor 1248 ) na nizsie chlérované kongenéry




DVOJKROKOVY KOMBINOVANY
ANAEROBNO-AEROBNY PROCES
-1  BIODEGRADACIE PCB

© : -
('] anaerdbne © aerobne COz

baktérie bakterie
— :
Cl /
Cl

Mineralizacia:

Uéinny spésob rozkladu PCB mikroorganizmami:
prvy krok dehalogenacia, druhy stiepenie jadra
nizSie chlérovaného kongenéru (Abramovicz, 1990)




Kontaminované oblasti

staré environmentalne zat'aze "

Chemko Strazske
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Al 2 Priemyselny kanal
- 3 Laborec
4 Napust’aci kanal pre Zs
.. 5Zemplinska $irava
6 Vypustny kanal
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PCB — koncentracny rozsah
v sedimentoch:

Kanal: 1-10g/kg
Laborec: 0.1-1g/kg
Zemplinska sirava: 0.001 - 0.1 g/kg

Predbezny odhad: 40 000 ton
kontaminovanych sedimentov

~_Laborec
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Technologicke postupy ex situ
(mimo kontaminovane] plochy)

Chemické metody:

Solidifikacia a stabilizacia

Chemicka extrakcia

Chemicka oxidacia/redukcia - halogenovane polutanty
Dehalogenacia | |

e Tl e o s e
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Remediacné postupy in situ
(priamo na kontaminovanej ploche)

Bioremediacia
Bioventing
Biostripping
Biosparging
Bioslurping
Fytoremediacia




"Non-combustion Technologies Project
SR - participacia na globalnom programe: S

,, Odstranenie bariér, ktoré stazuju osvojenie a efektivhu implementaciu
dostupnych nespalovacich technolégii na destrukciu POPs a demonstraciu

zivotnosti tychto metéd “
UNDP - implementaéna agentura % QuIDD

UNIDO - vykonna agentura

GEF

Ciel projektu - dodanie nespalovacej technolégie vysokej technickej urovne a
efektivity pre destrukciu chlérovanych polutantov (najma PCB) a pesticidov

Celkové naklady 20 155 040.- USD

Zakladné kritéria:

* 100%-na efektivita destrukcie predmetnych latok

- Uplné zabranenie rozsirovania rezidui procesu likvidacie v prostredi
- Ziadne nekontrolovatelné uniky

Bezpecna destrukcia PCB do roku 2010 je vyzadovana
od vSetkych clenskych krajin EU!



Potencialne technologie

GPCR (Gas Phase Chemical Reduction)
(P, R, V, K) (TRBP) TORBED/GPCR

C,H,Cl.O, + H, > CH, + H,O + HCI _ - =
(> 850 °C) Vyhody
» U&innost’ 99.9999 %

BCD (Base Catalyzed Decomposition) * Nizke mnozstvo tuhych
zvyskov

o Vsetky druhy odpadov,
mobilita, variabilita

R.Cl+R,H+NaOH - C+ NaCl+Ry

urychlovaé (330 °C) ADOX

, e | e Praxs likvidaciou POPs
P A /
i\ ‘ﬁ|" —
;3 + R-H + NaOH S + NaCl +H,0
S - y:
- ‘|| oo Clx PCB cy donoruhlika bifenyl
. " ) S
e o T :

Sl Limitacie, nevyhody
" + Bezpecnost’ vzhl'adom k vodiku
| « Komplexnost'




|. technologicka jednotka pre destrukciu PCB (tuhé zvysSky a oleje)
ll. extrakéna jednotka (sedimenty a poda)
Projektovana kapacita destrukénej jednotky - 750 ton ro¢ne

TORBED systéem - termicka desorpcia

Tazba sedimentov
Odvodneénie a triedenie sedimentov
Cistenie |sedimentov od PCB latok: extrakcia — reaktor

A
»
»

Recirkulujuci plyn

v \ 4 T

Kontaminovan\l/ ;| Predhrieva¢ kvapalnych H ( \
tekuty odpad | °dptd°v (LWPS) Redu k(-:laf ! Stlaéenie a
. ) plynnej faze Svstém na )
Kontaminovany | SRl uskladnenie
sediment GPCR reaktor Cistenie T plynu
[ Kontaminovany tuhy }_> plyn C
> odpad — velké kusy

!

Spracovanie
dekontaminovanych Voda
tuhych Casti K

Alternativa: BCD technolégia alebo ina...



Sru- TOXICITA A BIODEGRADACIA PCB

aaaaa

S V KONTAMINOVANYCH SEDIMENTOCH

IZOLACIA MIKROORGANIZMOV S POTENCIALNOU
DEGRADACNOU SCHOPNOSTOU

Sediment zo Strazskeho Sediment zo Zemplinskej
kanala (Sk) siravy (Zs)
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Ciel' prace

Toxicita
1. Test inhibicie rastu korenov Lactuca sativa
+ test inhibicie rastu Lemna minor
2. Test inhibicie bioluminiscencie na Vibrio fischeri

Genotoxicita

3. Amesov test na zistenie mutagénnych ucinkov na kmene:
Salmonella typhimurium His - TA 97, TA 98, TA 100

Izolacia MO
4. Izolacia mikroorganizmov s degradacnou schopnost’ou
Biodegradacia

5. Biodegradacia PCB v sedimentoch:
s biostimulaciou
s bioaugmentaciou
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8
28
52
101
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153
180
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Strazsky kanal
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40
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22,5
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Ekotoxicita sedimentov Sk a Zs

1. Test inhibicie rastu korenov Lactuca sativa
2. Test inhibicie bioluminiscencie na Vibrio fischeri

O kontaktné testy 0O vodné wyluhy
——
I =
Sk VA
Sedimenty

I (%)

100

75 Ay

50 r

25 r

O vodny vyluh O izopropanolovy vyluh

—t—

——
_

Sk Z8
sedimenty

> Vodné vyluhy st menej toxické — nizka rozpustnost’ nepolarnych latok

> Kontaktné testy potvrdili toxicky ucinok na rast korenov

>Izopropanoloveé vyluhy (2 %) sedimentov Sk a Zs su toxickejsie, nez vodneé




Genotoxicita sedimentov Sk a ZS

3. Amesov test na zistenie mutagénnych ucinkov na kmene:
Salmonella typhimurium His™ TA 97, TA 98, TA 100

TA100 | TA97 | TA100 | TA97
poCet
vyluh revertantov ®=Rt/Rc
Sk\/oda 146 87 0,94 1,22
SKizop 124 86 079 | 1,20 Mutagenita:
Z8 o 172 74 1,11 1,04 : , ..
indukovani revert. / spontanni revert. > 2
Ziz00 138 44 0,88 0,61
SKyoa 1:1 126 43 08L | 061 » Vyluhy sedimentov Sk a ZsS nie su
Z8 100 1:1 102 67 066 | 094 mutagénne pre testované
SKuosa 1:2 143 /3 092 | 102 standardné kmene TA 97 a TA 100
Z8v0da 1:2 153 0 0,98 0,00 T T
SKizop 1:1 134 51 0,86 0,72 Pocet Pocet
Z8i0p 1:1 136 41 0.87 0558 | Delor103 | revertantov revertantov
. . - 0.94 108 (ng.ml”) (RY) So. | ®* (Rt) S.0. o+
B : : 5,0.10% 27 651 | 1,15 79 7,94 1,06
Z8izopl:2 143 61 0,92 086 | 50.10% 32 404 | 097 80 777 0,95
kontrola 155.5 71 5,0.10% 28 252 | 111 87 2,65 1,03
9-aminoaciridin - 852 5,0.10% 23 473 | 1,35 73 8,19 0,87
azid sodny 923 : 5,0.10% 30 153 | 1,03 69 9,29 0,82
PK(NAFA) 456 27,68 1693 51,55
NK (DMSO) 29 8,96 73 5,86
SR 31 (Re) 3,06 84 (Rc) 6,51

®=Rt/Rc



Izolacia mikrobialneho konzorcia
70 sedimentov Sk a Zs

> Princip izolacie MO s biodegradacnym potencialom pre PCB:

Kultivacia pod selekénym tlakom jediného zdroja uhlika — bifenylu — struktiarny
analdg PCB a induktor degradacie PCB

Princip dibenzofuranového skriningu pritomnosti 2,3-dioxygenazy:
COOH

OH
i
AR w DR QCOO“ Tvorba ZItého
0 0 o produktu
I [l 1
» 9 N
\\"\l :

g ' ‘ Izolacia Cistych kmernov

- potencialni degradéri PCB

b >

Sk ZS



Izolacia DNA a identifikacia bphA1 génu
z kmenov izolovanych zo sedimentov Sk a ZS

> Izolacia bakterialnej DNA termolyzou
» PCR — amplifikacia génu bphA1 s primermi: F350, R674

» Gélova elektroforéza — vizualizacia bphA1 génu

Zsbad SK2b SK6 Z8aJ 7312a Z810 LB400! - marker

Popis gélu bphA1 gén
1. draha marker 100bp
2. draha Zs 5a
3.draha Sk 2b
4.draha Sk 6

5.draha Zs 4
6
7
8
9.
1

.draha Zs 12a

.draha Zs 10

.draha LB 400

draha negativna kontrola
0.draha marker 100 bp

bphA1 gén

pa—
——
| —
-
———
-
—
—-—
—

M 300 bp
- L0000
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Dokumentacia gélovej elektroforézy (1,5 % gél) pre
potvrdenie bphAl génu po PCR s mikrobialnou
DNA izolovanou z kmenov Pseudomonas stutzeri,
Alcaligenes xylosoxidans a Burkholderia sp. LB
400

Popis gélu: bphAl gén
A draha marker 100 bp

B draha P. stutzeri ano

C draha P. stutzeri ano

D draha A. xylosoxidan
E draha B. sp. LB 400
F draha negativna kontrola

nie  pphA1 gén




Zs5a G+ Zs 10 G- Zs 4 G- Zs12a G- Ské6 G-

Fotografie z Grammovho farbenia mikroorganizmov izolovanych
zo sedimentov s detegovanym bphAl génom
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Vysledok biochemickych identifikacnych reakcii Nefermtestu 24 pre izolované
mikroorganizmy zo sedimentov Zemplinskej Siravy a Strazskeho kanala.

Izolované kmene zo Zemplinskej Siravy a Strazskeho kanala.

Izolovany mikroorganizmus

: Vysledok Nefermtestu24
zo sedimentov

Pseudomonas fluorescens
Zs10, Zs4, Zs12a Ochrobacterum anthropi
Pseudomonas aeruginosa

Sk 6 Agrobacterium radiobacter




Absorbancia

0,2
0 T T T T -
02 10 20 Burkholderia s.s
¢as (h)
—— 0 +2% DMSO —8— 0 ——5 10
—x— 30 —— 50 ——75 —=—100
150 —0— 200 —0— 250
1
0,8
g 067 Alcaligenes Xx.
g 0,4 + PR e - g
2 == Ny =
3 8o 2 g -
50,
¢as (h)
——0+2% DMSO —8—0 ——5 10
—*— 30 ——50 ——75 —=—100
150 —o— 200 —o— 250
1 ™ 1
Fseudomaonas sS.
2
2
5

—— 0+ 2% DMSO —=—0 ——5
—»— 30 —e— 50 —+—75
150 —0— 200 —0— 250

Toxicita
Rastové krivky baktérii s pridavkom
réznych koncentracii Deloru 103.
Kultivacia prebiehala na mineralnom

médiu s glukézou (2 g.lI-1), na reciprokej
trepacke (180 min-1) pri 28 °C. Hodnoty
v legende su v mg.|

ID50 (g.1-1)

0,2
0,18 -
0,16 A
0,14 A
0,12 A

0,1 A
0,08 A
0,06 A
0,04 A
0,02 A

O T T
Pseudomonas s. Burkholderia.s.

0,178

0,158

0,126

Alcaligenes.x




Biodegradacia PCB v sedimentoch Sk a Zs
prirodzenym konzorciom s biostimulaciou

0,009 60

S 0,008 | + 50 |

g 0,007 | 2
40 | -

£ 0,006 | i £

3 0,005 8 30 t

o

~ | (@]

P 0,004 < 0Ll [

8 0,003 |+ O

g 0,002 3 10 r

0,001 0 it
0 |_I—| o 28 52 101 138 153 180
28 52 101 138 153 180
kongenery PCB
kongenery PCB
O Strazsky kanal - mg ki érov PCB/kg sedimentu v 0.dni
0O Zemplinska Sirava - mg kongenérov PCB/kg sedimentu v 0. dni L iy el ) 4% !menuv i :
O Strazsky kanal - mg kongenérov PCB/kg sedimentu v 14. dni
O Zemplinska Sirava - mg kongenérov PCB/kg sediemntu v 14. dni

Porovnanie koncentracie . kongencrov Porovnanie koncentracie kongenérov

PCB degradovanych v sedimentoch PCB degradovanych v sedimentoch
Zemplinskej siravy v 0. a 14. dni Strazskeho kanala v 0. a 14. dni
degradacie. degradacie.

Indikatorové kongenéry:
28-3Cl, 52-4Cl, 101-5Cl, 138,153,180 > 5 CIl



Biodegradacia PCB v sedimentoch Sk a ZS
prirodzenym konzorciom s biostimulaciou

100

80 r
60 r

40

) L L_._L
: 1 B
28 52 101 138 153 180

kongenery PCB

degradéacia (%)

B Strazsky kanal B Zemplinska Sirava

Porovnanie koncentracie kongenérov Porovnanie koncentracie kongenérov
PCB flegra_doy,anvch v sedimentoch PCB degradovanych v sedimentoch
Zemplinskej siravy v 0. a 14. dni Strazskeho kanala v 0. a 14. dni
degradacie. degradacie.

Indikatorové kongenéry:

28-3Cl, 52-4Cl, 101-5Ci, 138,153,180 > 5 Ci



Biodegradacia PCB v sedimentoch Sk a Zs
s bioaugmentaciou

e Sedimenty obohatené izolovanym mikrobialnym konzorciom

Strazsky kanal Zemplinska  Sirava rozdiel 0. a 14 deii
0. denn 14. den 0. den 14. denn sk Z5
Kongenér
PCEB  |mzPCBke!| mgPCBke! ug PCB ket ug PCBkg” | mg PCBEks! | g PCB kst
(28 )| 2038 2.41 3.18 2,72 A796) | (046)
52 8.23 16.74 1.17 5.41 - -
10 9.00 16,93 1.39 5.95 - -
138 10,05 16,08 143 6.70 - -
153 6.29 12.33 1.09 2.4 - -
150 .66 9.67 1,12 318 - -

 VyraznejsSia degradacia len pri kongenére PCB 28 — 2,4,4" trichlorbifenyl




ZAVERY

> Sedimenty Zemplinskej Siravy a Strazskeho kanala kontaminované s PCB
su toxické, nie vSak mutagénne pre testované standardné kmene;

> Izolované mikrobialne konzorcium 2z oboch sedimentov obsahuje
bakterialne kmene s pritomnym génom bphAl, kodujucim enzym 2,3-
dioxygenazu startujicu degradaciu PCB;

> Biodegradacia PCB v sedimentoch s povodnym mikrobialnym konzorciom
s biostimulaciou: Strazsky kanal - 28 (40 %), 138 (31 %), 180 (30 %);
Zemplinska Sirava - 28 (14 %) a 153 (13 %) bola ucinnejsia ako s
bioaugmentaciou; v sedimentoch bioaugmentovanych izolatmi zo
sedimentov bola pozorovana vyraznejsia degradacia len v pripade
kongenéru PCB28, kde rozdiel koncentracie pre Strazsky kanal predstavuje
18 mg.kg1a pre Zemplinsku siravu 0,5 pg.kg! sedimentu;

> Pri prevzdusneni a priziveni sedimentov (N, P) na brehu kontaminovaného
priemyselného kanala je mozné uvazovat’' aj s biodegradaciou PCB
pritomnym bakterialnym konzorciom — potrebné overenie priamo v reale.
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