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Aerobni biodegradace ropnych uhlovodikt

Ropné latky, zvlaste lehci frakce patri k blologlcky
odbouratelnym latkdm, pudni mlkroorganlsmy Jsou
schopny tyto latky za vhodnych podminek vyuzivat
jako zdroj uhliku a energie a metabolizovat je na
oxid uhlicCity
Prvni testy provedeny v 80. letech, v poloviné devadesatych
let publikovan rozsahlé materialy US EPA a US armadnich
agentur, zamérené na nesaturovanou zonu (venting,
bioventing)
Saturovana zona - air sparging — v poloviné 90. let
inovativni metoda
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ZaJmove uzem| - Ie i$té Hradcéany

byvalé vojenské letisté, situované v severnich Cechach u
mésta Mimon

provozovano v obdobi 1940 -1990

Rozsahla kontaminace ropnymi latkami, odhad v roce 1997 -
5.000 -7.000 tun na plose 28,3 ha

Semi-volatilni RU, 70% letecky petrolej (stifed C10)

Volna faze RU (LNAPL) pFitomna na 50% Uzemi, mocnost az

90 cm
1995 - 1996

pilotni testovani biodegradace sanace na lokalité HradCany - 1
dobra odbouratelnost kontaminantu, mimo dostupnosti kyslik&s®
limitujici faktor Ziviny '

1997

biodegradace leteckého petroleje hlavni sanacni metoda
projekt vychdazel z pilotniho testu a literdrnich tdaju
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Sedimentary
complex of the
Bohemian
Cretaceous
Basin

Overlaid with
Quaternary
river terrace
(2-5 m)

GWL 4-10 m
bgs

Main and
intensively
used drinking
water source in
wide vicinity of
the site
Contamination
limits use and
revitalization of
the site
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Rozsah kontaminace zemin v roce 2000
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Clean-up technology

e first clean-up stage

SWE well

SCLILMM FeCovesny of fres phass

Combination of several methods

Soil vapor extraction + vacuum oil phase
extraction - removal of extractable LNAPL

1 — 2 years in the source zone

In situ aerobic biodegradation
stimulation of indigenous aerobic bacteria

Oxygenation of soil and groundwater
(venting, air sparging)

Naturally very low nutrient content
periodical application of nutrients (n,pP,k)

2 — 6 years, based on initial contamination
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AS AS
Air Injec’rionl lAir Injection VE
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Problém s pouzitim americkych postupt

metodiky pro projektovani technologii vychazely z lokalit s podstatné
nizSi kontaminaci

US Air Force Bioventing Initiative vyhodnocoval data ze 125 lokalit, kde
primérna koncentrace NEL byla 2300 mg/kg a pouze 16% vzorky
zeminy prekrocilo koncentraci 5.000 mg/kg NEL

na lokalité byla primérna koncentrace 11.000 mg/kg NEL, 5.000 mg/kg
NEL sanacni limit

. AS v roce 1997 nebyl ovérena sanacni technologie
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Hlavni problém sanace

Pudni vzduch - aeracni kapacita 21% obj.
sanacni limity v nesaturovane zone dosazeny v roce 2002,
projektovana kapacita postacovala

Podzemni voda

Maximalni aeracni kapacita — 12 mg/l (0,001%)
Dostacuje k biodegradaci 3,5 mg/l RU

Pomaly postup sanace, nebylo zajisteno dosazeni
sanacnich limit v projektovaném Case, nutno sahnout k
zasadnimu zvyseni aeracni kapacity, zvlaste v

silne kontaminovanych Castech lokality
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Dissolved Oxygen Utilisation, E -122 well, 5.4.05
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Sanace pole L (2,5 ha)

V roce
2006 v
casti pole
(1,5 ha)
dosazeno
sanacnich
limitd
provoz
sanace
pokracoval
jen v
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—o— biodegradace = —— vydatnost AS - A = mnozstvi NEL (t/ha)
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Sanace pole J (4,9 ha)
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Vliv objemu vtlaceného vzduchu na
intenzitu biodegradace

y =0,25x + 72,84
R?>=0,63

biodegradacni aktivita (kg
RU/den/ha)
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Vliv obsahu RU na intenzitu biodegradace
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Zavery I

Hlavni technologicky faktor, ktery je urCuje intenzitu biodegradace v silné
kontaminovanych plochach je objem vzduchu vtlaceny AS

Vykon aeracni technologie musi byt pfizpisoben obsahu kontaminantu —
dulezita co nejpfesnéjsi kvantifikace obsahu kontaminantu
Pro biodegradaci neplati, ze maximalni ucCinnost je dosazena na zacCatku
sanace a pak pouze klesa — uCinnost sanace je dana mirou optimalizace
podminek, které urCuji metabolickou aktivitu pudni mikrofléry.
Potrebny objem vzduchu i na relativné homogenni lokalite ve
strednézrnnych piskovcich vyrazne ovlivihovaly geologické podminky.

Obsah kontaminantu (substratu) v silné kontaminovanych plochach ma
maly vliv na pozorovanou intenzitu biodegradace
Limitace substratem se zacCala projevovat po odstranéni cca 80%
vstupniho znecisteni
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Hodnoceni ucinnosti sanace

Mé&Feni respiraéni aktivity pudnich mikroorganismu
(1x mesicne, spotreba kysliku, produkce oxidu
uhlic¢itého) - stochiometricka bilance odbouranych
RU, pomeér bilance oxid uhlicity/kyslik na lokalité v
pruméru 0,9 - kontrola Uplného odbourdni RU

Kvantifikace obsahu kontaminantu v sanované plose
— bilance NEL na zakladé vzorkovani zemin (1x za
dva - tri roky) - uzavirani podlimitnich ploch,
kontrola sanace
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petroleum hydrocarbons removed

(kg/day)

Sanacni a zeminova bilance - pole I
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Sanacni a zeminova bilance
lokality Hradcany

Sanacni bilance 1997 - 2008 (chyba meéreni 15%)
odstranené mnozstvi 3.440 - 4.654 tun ropnych latek
939% biodegradace, 5% volna faze, 2% venting

Hlavni sanacni Cinitel -
metabolicka aktivita padni
mikroflory — nutno pri sanaci
monitorovat a kvatifikovat
meérenim in situ — Gbytek
kontaminantu mozno
posoudit pouze v delSich
casovych intervalech
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Lokalita Hrad¢any - pouziti nastroju molekuldrni
biologie k hodnoceni sanace - projekt BIOTOOL

5 vzorkovacich mist, vzorky zemin odebirany 3x v rozmezi

dvou let

bod

HRB-1

(5 - 6 rok sanace)
HRB-2

(3 - 4 rok sanace)
HRB- 3

(0 - 1 rok sanace)
HRB-5

po dokonceni
HRB-0

AECOM

NEL

90 -170
mg/I|

40 - 180
mg/I

40 - 77
mg/I|

2-7mg/l

<0,1 mg/I

BTEX

0,01 - 49 mg/Il (vyrazny
pokles v pribéhu projektu)
0,04 - 10 mg/I (kolisani)
43 - 70 mg/I

0,7 -1,1 mg/l

<0,5 ug/l
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Detekce taxonomického sloZeni pudni mikroflory a jeji
metabolické kapacity metodami nezavislymi na kultivaci

MICROBIAL COMMUNITY

Not yet cultured

; Aromatic contamination
Microscopy

Culturable —
CFUs and isolates - DNA array

Metagenomics /&

Screening ® @@j’;ﬁ"'-
Functional or Sequence dependent ™% "~ Fingerprinting

Known specificities or regioselectivitie Sm——m—s

Kinetic novelties? |
Phylogeny of protein space

Sequence peculiarities?
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SloZeni padni mikrofléry na lokalité Hrad¢any

Order

I 1
Peeudomonadales

. Acidithiohacillales

Gammaproteobacteria

Enterobacreriales

Pasteurellales
unciassified Gammaproteobacteria
. '-'.In.'h.'l.j. monoanies

. Rfizohiales

B Acidobacreriales I Acidobacteria

: J I ) Alphaproteabacteria
. Crulobacrerales
L Khodospir illales
Burkholderiales
; _ Betaproteobacteria
unclossified B taprofte odxtcteria

. AL .'.':"ll:"u_.'-; r|'|'_-.-_|';|. Fsnh I":'-.,'. 4 . .
Actinobacteria
. Unclassified Actinobacteria
. |:':-:'| .l.'|'r.'.'|, 5
B Closeridiales™
Bacteroidales Bacteroidetes
B oonus hp
S _— — : B unciassified Bacteria

HRB3 HRBz H I B unclossified Cyanohacterio

Firmicutes (phylum)

*Unclussified ribosomal genes




Detekce genl kddujicich enzymy kli¢ové pro biodegradaci (TBI-
toluen- bifenyl oxygenaza)

HRB-3 (9.8 - 10
HRB- 3 (8.5 - 8.8

lll Marker
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Fosfolipidy jako biomarkery
vV procesu bioremediace

S t—tr—T" >

Permeability Barrier — Prevents leakage and functions as a
gateway for transport of nutrients into
and out of the cell
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= Glycerol
Phosphate

fosfolipidy jsou
slouCeniny tvorici
cytoplazmatickou
membranu bunék
latky specifické pro
Zivé organismy,
mozno vyuzit ke
kvantifikaci biomasy

jednotlivé typy
druhove specifické
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Adaptace na stres — zmeéna viskozity membrany

Nasycené mastné
Kyseliny

High Melting Point
C16:0/C16:0 = 63 °C

> malo viskézni membrana

Model maslio

Nenasycené mastné
kyseliny

Low Melting Point
C16:1/C16:1 = -34 °C

> Vysoce viskoézni
membrana

Model olivovy olej
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Obsah fosfolipidovych mastnych
kyselin — na kultivaci nezavisla
kvantifikace biomasy

years of treatment/ status of soil

Stupen nasyceni mastnych
kyselin — mira stresu
mikroorganismu
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