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PCDD/F — zakladni vlastnosti
o vSechny kongenery dioxinl jsou hydrofobni, s malou rozpustnosti ve vodé

o chemicka a biochemicka odolnost, odolnost vici vysokym teplotam
o silné sorpéni vlastnosti jak na organické tak anorganické podily pudy
o limitovana dostupnost v prostredi pro biologickou transformaci ¢i degradaci
o Vvysoka toxicita
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Toxické vliastnosti PCDD/F
o zpusobuji chlorakné, poskozeni celistvosti kiize

o karcinogenni, mutagenni, teratogenni, embryotoxicke,
o endokrinni disruptory (hormonalné aktivni latky)

o neurotoxickeé

Pivod PCDD/F

o antropogenni — vyroba aromatickych chlorderivatu (napfiklad vyroba
herbicidd), chlorové béleni papiru, taveni rud, produkty nefizeného spalovani
odpadu a jiné

o pfirodni — lesni pozary, sopeCné erupce
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Moznosti biologické transformace ¢i degradace PCDD/F

Reduktivni dehalogenace za anaerobnich podminek je povaZzovana za
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Praktické zkusSenosti z biologické transformace ¢€i degradace PCDD/F

Pilotni test za provoznich podminek (mnozstvi cca 130 t zeminy)
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Toxicky ekvivalent (TEQ) zeminy
se snizil po kazdém
technologickém zakroku
provedeném v roce 2009 a 2012
(celkové se TEQ snizil o cca
70%).

Zadné zmény hodnoty TEQ
nenastaly, pokud nebyla zemina
nijak oSetfovana (od 2010 do
2011).

Obr. 1 — Toxicky ekvivalent se snizil z hodnoty 8,7 ng/g sus. to 2,6 ng/g sus. (70%).
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Praktické zkusSenosti z biologické transformace ¢€i degradace PCDD/F
Ctvrtprovozni test v laboratornich podminkéach
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Obr. 2 — Vyvoj hodnoty TEQ v prubéhu ¢tvrtprovozniho pokusu s realnym vzorkem zeminy v laboratofi
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Praktické zkusSenosti z biologické transformace ¢€i degradace PCDD/F

Ctvrtprovozni test v labornich podminkéach, aerobni transformace s vyuZitim
cileného mikrobialniho kometabolismu pridavkem sekundarniho metabolitu

rostlin:
Pokles TEQ o 76% na kone¢nou koncentraci 0,52 ng TEQ/ g sus. za 8

mésicu (od 10/2019 do 06/2020).
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Obr. 3 -Bioreaktory pro ¢tvrtprovozni pokus Obr. 4 - Mé&Feni odplynl analyzatorem plynd (CO, / O,)
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Vyuziti sekundarnich metabolitd rostlin pro podporu aerobni kometabolické
transformace a degradace PCDD/F

Sekundarni metabolity rostlin (SMR)
» Podporuiji biologicky rozklad ¢&i transformaci jako rlistovy kometabolicky substrat.

* Indukuji nékteré mikrobialni katabolické procesy a tvorbu enzymu degraduijicich polutant.

» Podpora transformace ¢&i biodegradace organickych polychlorovanych kontaminantt aplikaci SMR vede ke snizeni
toxicity znecisténého prostredi.

» Tvofi nékolik skupin podle chemické povahy: napf. fenolové latky, terpeny, alkaloidy a dalsi. Jejich znamy pocet
dosahuje nékolika set tisic sloucenin.

» Jako priklady SMR majicich vliv na biodegradaci a biotransformaci polychlorovanych polutantt Ize uvést nékteré
flavonoidy (naringenin, kvercetin, naringinin), fenolové latky (kyselina kavova) a terpeny (limonen, karvon)

OH

‘\\_\ ’_/
OH HO e

) N OH .)‘”'\

[

(o] ~ ‘\.\:’;5-"

/ [+ OH
HO

Obr. — kyselina kavova Obr. — naringenin Obr. —limonen

A=TITECT




Biologicka transformace a degradace polychlorovanych dibenzo-p-dioxint
a dibenzofuranti (PCDD/F)

Vyuziti sekundarnich metabolitd rostlin pro podporu aerobni kometabolické

transformace a degradace PCDD/F

o Pouziti SMR v Cisté formé je v primyslovém mérfitku neekonomické, vyrabéji se v Cisté formeé pro potravinové doplriky,
nebo IéCivé pripravky).

o Lze vyuzit zdroje ve formé odpadu (vylisky a kiira pomeranc, grapefruitl nebo citront, odpady ze zpracovani cibule),
nebo napf. listi bfizy bilé, eukalyptu, bfec¢tanu, jehli¢i borovice.

o V ramci vyzkumného projektu jsme nalezli technické feSeni pfipravy organického substratu, jehoz slozeni podporuje
kometabolickou transformaci niZze chlorovanych kongenerti PCDD/F v kontaminované zeming, kalech i sedimentech.

o V substratu byly vyuZity odpadnich materialy, které slouzi jako zdroj sekundarnich metabolitu rostlin limonenu, kyseliny
kavové a naringeninu v poméru pozadovanych koncentraci vybranych SMR.

o Substrat Ize vyuzit pfi remediacich kontaminovanych uzemi provadénych metodami ex-situ.

Obr. — nastrouhana citronova kura

Obr. — nastrouhana pomérancova kara
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Vyuziti sekundarnich metabolitd rostlin pro podporu aerobni kometabolické
transformace a degradace PCDD/F

o Nevyhody pfistupu zalozeného na vyuziti zdroju SMR v odpadnich surovinach:

o Eliminace PCDD/F se zvySovala az po opakovaném davkovani SMR, to vyzadovalo opakovani pfidavk( organickych
substrati se SMR.

o Opakovany pfidavek substratu bohatého na SMR zvySuje pfi sanaci naklad\ na logistiku, mechanické manipulace, vse
spojené se zajisténim dostupnosti kysliku v prostfedi i zvySovani objemu dekontaminovaného materialu.

o PokraCovali jsme proto v systematickém testovani a hledani feSeni dalSiho cile projektu a to nalezeni vhodného
heterotrofniho substratu pro podporu aerobni kometabolické biologické transformace PCDD/F.

o Vybrané modelové latky ze skupiny sekundarnich metabolitt rostlin byly testovany jako vhodné substraty pro rast
heterotrofnich pldnich bakterii a pro indukci enzymatického aparatu pro odbouravani dibenzodioxinu
a dibenzofurand.

o Bakterie pro testovani byly vvpoéétku vybrany ze sbirky izolat(i Laboratore aplikované mikrobialni ekologie Ustavu
biochemie a mikrobiologie VSCHT Praha na zakladé zvolenych kritérii.

o Pozdéji jsme ziskavali pro tesjovénl’ dalsi izolaty balgteril' z realnych vzorku zemin ziskanych z lokalit dlouhodobé
kontaminovanych PCDD/F v Ceské republice a ve Svédsku.

o Postupné jsme ziskali desitky izolatu.
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Ziskavani izolatu bakterii z realnych vzorkd zemin z kontaminovanych lokalit
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Obr. — cesta na lokalitu

Obr. — vzorkovani v lokalité na severu Svédska

Obr. — odebrany vzorek
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Ziskavani izolatu bakterii z realnych vzorkd zemin z kontaminovanych lokalit

Obr. - vzorkovani v blizkosti arealu Spolany v Neratovicich
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Vyuziti sekundarnich metabolitd rostlin pro podporu aerobni kometabolické
transformace a degradace PCDD/F

o Sekundarni metabolity, které byly zahrnuty do testovani jako potencialni induktory exprese dioxygenas hydroxylujicich
aromaticky kruh, Citaly nasleduijici latky: flavon, flavanon, fisetin, naringenin, apigenin, katechin, kvercetin, myricetin,
morin, kumarin, chrysin, (S)-(-)-limonen, (R)-(+)-limonen, a-pinen, p-cymen, (S)-(+)-karvon, vanilovou kyselinu,
salicylovou kyselinu, ferulovou kyselinu, kavovou kyselinu, trans-skoficovou kyselinu, p-hydroxybenzoovou kyselinu,
umbelliferon a floroglucinol.

v

flavanon.

o Zkousky provedené s limonenem pfi feSeni projektu prokazaly, ze stimuluje rozvoj potfebné enzymatické aktivity pro
degradaci PCDD/F u bakterialnich spole€enstvi pfitomnych v kontaminovanych zeminach izolovanych z nejriiznéjsich
zdroja.

o Limonen samotny neni k praktickému vyuZiti pfili§ vhodny (t€kava latka, velmi omezena rozpustnost ve vodég, vyssi
koncentrace v prostfedi pusobi baktericidné).
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Vyuziti sekundarnich metabolitd rostlin pro podporu aerobni kometabolické
transformace a degradace PCDD/F

O

Museli jsme najit zpusob, jak limonen v provozu v potfebné
koncentraci do zemin zapravit, obvykle se oSetfuji stovky az tisice
tun zemin. .

Vysledkem je pfipravek s nazvem ABI-Dioxin, ktery obsahuje
smés neionogennich a anionaktivnich povrchoveé aktivnich latek a
limonen.

Pripravek samotny je pfi spravném davkovani induktorem
hydroxylujici dioxygenasy.

Biologicka rozloZitelnost pfipravku ABI-Dioxin byla ovéfena
standardizovanym postupem dle pfedpisu OECD 301F. Biologicka
rozlozitelnost zaruc€uje, Ze se pfipravek nebude akumulovat pfi
jeho pouzivani v dekontaminovanych zeminach, kalech, Ci
sedimentech a nebude tak zplsobovat sekundarni znecisténi
akumulaci vnasenych latek do prostredi. V poslednich etapach
vyzkumnych praci naseho projektu s nim bylo pracovano pfi
testech podpory kometabolické transformace PCDD/F za
aerobnich podminek, provadénych s realnymi vzorky zemin.

Obr. — pfipravek ABI-DIOXIN
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Ctvrtprovozni pokusy s realnymi vzorky zemin kontaminovanych PCDD/F

PFi zavére€né etapé testy probihaly ve Etvrtprovoznim méfitku (objem 30L) v aerovanych reaktorech. Intenzita vzdusnéni
byla fizena na zakladé meéfeni obsahu kysliku a oxidu uhli¢itého v ptidnim vzduchu. Soucasné byla méfena a
zaznamenavana teplota v bioreaktorech. V pribéhu biologické transformace byly ze zeminy v bioreaktorech odebirany
vzorky ke zkouskam na stanoveni fyzikalné-chemickych, chemickych a mikrobiologickych ukazatell, ke stanoveni aktualni
ekotoxicity a zbytkové koncentrace dioxinl. Vzorky byly odebirany také k sekvenaéni analyze, jejichz cilem bylo urcit
zmény ve struktufe mikrobialnich spoleCenstev béhem kometabolické transformace Byla sledovana i respiracni aktivita.
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Obr. - Méfeni slozeni padniho vzduchu a teploty bioreaktori C-2 a D-2 (N= dusik, P=fosfor, L=limonen)
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Ctvrtprovozni pokusy s realnymi vzorky zemin kontaminovanych PCDD/F

Zmeény ve strukture bakterialnich spolec¢enstev v prabéhu étvrtprovoznich pokusti

o Vzorky zemin z experimentt podpory kometabolické transformace PCDD/F za aerobnich podminek byly podrobeny
izolaci DNA a nasledné amplifikaci genl pro 16S rRNA. Zmény ve struktufe mikrobialnich, konkrétné bakterialnich
spoleCenstev béhem kometabolické transformace byly provedeny na zakladé vysokokapacitni amplikonové sekvenace
na platformé lllumina MiSeq.

o K hodnoceni byly vybrany ty varianty, kde byly oCekavany slibné vysledky a kde byl zaznamenan
i vyznamny pokles koncentraci PCDD/F.

o S dlouhodobym pfidavkem limonenu stoupalo relativni zastoupeni rodd Pseudomonas a Rhodococcus, coz jsou typické
heterotrofni taxony, které obecné disponuji schopnostmi degradovat Siroké spektrum organickych latek v€etné
toxikant, mimo jiné i chlorovanych dioxinu a dibenzofuranu, a sekundarnich metabolitl rostlin v€etné limonenu.

o ZvySeni relativni Cetnosti zastupcu pravé téchto dvou bakterialnich rodli muze vést k indukci exprese genu podilejicich
se na aerobnim odbouravani dioxinu a dibenzofuran, jak bylo v ramci naSeho vyzkumného projektu experimentalné
demonstrovano na modelovych zastupcich téchto dvou rodu.
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Ctvrtprovozni pokusy s realnymi vzorky zemin kontaminovanych PCDD/F

Vyvoj poklesu koncentrace PCDD/F v prubéhu testu

o Pokles koncentraci PCDD/F v prabéhu testl s realnymi vzorky zemin byl nejpfiznivéjSi ve variantach,
kde byl pouzivan jako heterotrofni substrat limonen, nebo v projektu pfipraveny pfipravek ABI-Dioxin
(obsahuje smés neionogennich a anionaktivnich povrchové aktivnich latek a limonen). Stanoveni
koncentraci PCDD/F v zeminach z testl byl provadén akreditovanou laboratofi. Nejvyssi pokles
PCDD/F na 25,5 % puvodni koncentrace byl zaznamenan po 8 mésicich biotransformace. Zbytkové

koncentrace PCDD/F, vyjadfené jako toxicky ekvivalent (TEQ) byly 520 ng TEQ/kg suSiny az 930 ng
TEQ/kg susiny.

o Kontrolni zemina pouze s pfidavkem mineralnich zivin a vzduSsnénim nevykazala zadny pokles
koncentraci PCDD/F.
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Uplatnéni vysledkll pro dekontaminace znecisténych lokalit ¢i upravu
odpadu

o Planujeme provedeni ovérené ucinnosti procesu v provoznich podminkach pfi
dekontaminaci vytézené zeminy, pravdépodobné z lokalit historicky
znecistenych pfi impregnaci dreva.

o Technologicky postup Ize po modifikaci vyuzit i pro dalSi polychlorované
organicke polutanty
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Zaver

o Biologicka transformace a degradace PCDD/F je proveditelna.

o Proces Ize v aerobni fazi intenzifikovat vyuzitim mikrobialniho kometabolismu pfidavkem SMR.

o Diky vysledkim ziskanym pfi feSeni projektu dokazeme SMR do kontaminované zeminy v prubéhu
bioremediace vnést v jeho prakticky Cisté formé formou pfipravku ABI-Dioxin, odpada tak nutnost
vnaseni balastni organiky do procesu pfi vyuziti pfirodnich zdroji SMR.

Podékovani
Publikované vysledky byly dosazeny s podporou projektu TRIO €. FV10471.
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