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Uvod do problému

. Ropné latky (RolLa) - nejéast&jsi organické polutanty ZP
- Bioremediace - efektivni a k ZP $etrny zplisob dekontaminace

 RolLa vs. jiné organické polutanty — dobre biodegradovatelné,
ale mnohdy velmi pomalu nebo vibec
U
aktualni experimentalni vyvoj prostredku aditivné zvysujicich
ucinnost bioremediace pudy a jejich nasledné zavedeni do
praxe

 Prostredky - volna abioticka aditiva - huminové latky (HS),
zeolity
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Uvod do problému

 Prinos HS
- nastroj na zvysSeni biologické dostupnosti polutantu pro
jednobunécné degradéry

- samostatny prostfedek chemicke konverse polutantu v méné
toxicky kontaminant

» PFinos zeolitu
- prostredek ke zvyseni ucinnosti bioremediace

a) nahrazenim bézné pouzivanych suspensnich kultur
biodegradéru jejich pfirozenym biofilmem, vytvofenym po
kolonizaci povrchu abiotické nosicCe

b) v kombinaci s aplikaci dalSich aditiv
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Uvod do problému

» Sledovani ucinnosti a prubéhu biodegradace ropného znecisténi
- ubytek Rola latek v prubéhu ¢asu - suma nepolarnich
uhlovodiku C,,-C,, - presna definice v CSN EN ISO 14039

- pomeéry pristan/C,-, fytan/C g4
-TOC

« Hodnoceni probihajicich biologickych procesu
- kvantifikace mikrobialni biomasy - stanoveni fosfolipidovych
mastnych kyselin

- aktivita biomasy — respirace, aktivita dehydrogenaz
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Uvod do problému

 Prezentovany prispévek

Testovani vlivu pridavku HS a zeolitu jako abiotickych aditiv na
biodegradaci RoLa v pudé pusobenim autochtonni mikroflory |
po augmentaci ropu degradujiciho bakterialniho kmene

* Rocni experiment, sada nadobovych pokusu

© Vyzkumny Gstav anorganické chemie, a.s., Usti nad Labem




Experimentalni cast
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Nadobove pokusy

Pldda — hlinitopis€ita s vyznamnym podilem kamenu (sito, oka 1
cm) po havarii pfepravni cisterny s MoNa

Inokulace - kmen Pseudomonas fluorescens, sbirka Mikrochem
LKT, vstupni koncentraci 1,7+0,4.10° CFU/g vlihké pudy

Kultivace - na mineralnim médiu s pfidavkem MoNa (jediny
zdroj C a energie)

HS — 2 typy, alkalicka extrakce z lignitu MikulCice a oxyhumolitu
z Duchcova, 3 koncentracni urovné

Zeolit - velikost zrn 1,5- 2 mm, 10 % hmotn.

Pomeér dusiku a fosforu v pudé - (N:P) byl pfiblizné 6:1
VlIhkost pudy - po zaloZeni nadobovych pokusu pfiblizné 10 %
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Experimentalni cast

« Nadobove pokusy

« Kazdy modul - jedna variantu experimentu v ramci jedné
odberové kampané

« Celkem bylo navrzeno 6 odbérovych kampani s frekvenci
odbérl kazdé 2 mésice

Vyjimka - kvéten a Cerven 2010 - pripadny exponencialni pokles
polutantu
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Experimentalni cast

Oznaceni Popis modulu (varianty)

I

Il

1
IV
Vv
VI
VII
VIl
IX
X
Xl
XIl
XII
XV
XV

Plda z lokality

Pldda z lokality + MO

Pdda z lokality + MO + Lignit 50 mg/kg susiny

Pdda z lokality + MO + Lignit 150 mg/kg susiny

Pdda z lokality + MO + Lignit 450 mg/kg susiny

Pdda z lokality + MO + Oxyhumolit 50 mg/kg susiny

Pdda z lokality + MO + Oxyhumolit 150 mg/kg susiny

Pdda z lokality + MO + Oxyhumolit 450 mg/kg susiny

Pdda z lokality + MO na zeolitu + Lignit 50 mg/kg susiny

Pdda z lokality + MO na zeolitu + Lignit 150 mg/kg susiny

Pdda z lokality + MO na zeolitu + Lignit 450 mg/kg susiny

Pdda z lokality + MO na zeolitu + Oxyhumolit 50 mg/kg susiny
Pdda z lokality + MO na zeolitu + Oxyhumolit 150 mg/kg susiny
Pdda z lokality + MO na zeolitu + Oxyhumolit 450 mg/kg susiny
Pada z lokality + MO na zeolitu
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Jak to vypada v praxi ?
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Statistické zpracovani

Software - MS Excel (Microsoft, USA), Statistica 6.0 (StatSoft
USA), Origin Micro Cal (Origin, USA) a QCExpert (Trilobyte,
CR)

Hladina vyznamnosti a = 0,05

Modelovani ubytku koncentrace ropnych latek
jednak kinetikou nultého radu: C =Cq - kgt

jednak kinetikou prvniho fadu: C=Cy +(Co—Ci)-€

Cc - aktualni koncentrace latky v Case t,

Co: Cy - pOCateCni koncentrace resp. konecna koncentrace
latky v Case t—,

Ko, K; - rychlostni konstanty 0. a 1.radu

© Vyzkumny Gstav anorganické chemie, a.s., Usti nad Labem



Experimentalni cast

0 .
WV yuanch

Statistické zpracovani

PoloCas poklesu (biodegradace) latky t,,,
vypocitan z konstanty k; : t;, =k;.In 2 (3)

Porovnani modelu i

c = ¢ - Kot (1) c=cy+(Co—Cy)-e 1 (2
Nutna uprava rovnice (2) na 2-parametrovou

Reseni - naméfené koncentrace ¢, - ve viech modulech se
statisticky vyznamne neodliSovali = c, = konst
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Vysledky

Obsah uhlovodiku C,,-C,,
« Pokles obsahu C,, — C,, v prubéhu experimentu u vSech variant

« VétSina modull - mésicni prodleva v odbouravani —
vyznamneéjSi pokles obsahu C,, — C,, — mezi odbérovou
kampani 6-2010 a 8-2010

* Druhé body (kampan 6-2010) u modult s vyznamnou prodlevou
- obvykle silné vlivné pfi vypoctech regresnich parametru - v
takovem pripade vynechavany
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Vysledky

« Pomeér pristan/C,, fytan/C,
 indikujici pfeménu nerozvétvenych uhlovodikl na rozvétvené

* hodnota obou poméru - rostouci tendenci,
maxima v srpnu (kampan 8-2010), poté stagnace nebo i mirny
pokles

Modul Il - stagnacni faze nebyla pozorovana - data vykazovala
rostouci trend i v zaveru experimentu

Modul XlIlI — dokonce pokles hodnoty poméru na pocCatecCny stav
v kvétnu 2010

* Rozdily v prvych 3 meésicich - zpravidla statisticky vyznamnée

* Snizeni absolutniho obsahu analytu (pristanu, fytanu, C;; a Cg)
prokazatelné u vSech variant.
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Vysledky

e Obsah TOC

« Mirna klesajici tendence v jednotlivych modulech v Casovéem
horizontu kvéten 2010 az unor 2011 - v rozsahu hodnot 4,06-
2,97 % suSiny

* Vyjimka - hodnoty TOC pro odbéry 10-2010 — stejné jako
vychozi hodnoty z kvetna 2010 — anomalie - predmét dalsiho
zkoumani — chyba analytiky, chyba pri odbérech

© Vyzkumny Gstav anorganické chemie, a.s., Usti nad Labem
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Vysledky

« Respirace a aktivita dehydrogenaz

» Aktivita dehydrogenaz - u vSech variant obecné nejvyssi na
zacCatku, nasledny pokles s Casem exponencialne v souladu s
poklesem obsahu C,, - C,,

Aktivity - kopirovaly i prodlevy v odbouravani uhlovodiku
Mirna anomalie — 10-2010 - u vetSiny variant zaznamenany
vysSi hodnoty aktivit oproti trendu poklesu

* Respirace - vySSi variabilita nez u ostatnich sledovanych
analytickych veliCin
U vetsSiny variant - vzestup a pokles aktivit respirace s maximem
po 4 mesicich od zacatku experimentu — zaznamenan take
nejvyznamnéjsi pokles obsahu C,,— C,,
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Vysledky

v

VUANCh

Usti nad Labem

0.08 . )
| ¢ Aktivita dehydrogenaz
N & Respirace )
o — 0.06 -
o >
=
o 7)) -1
> >
5 o 0.04 -
) il
2 E
=
X 0.02 -
< —_+
O I I
0 50 100 150 200 250 300

Cas [dny]

© Vyzkumny Gstav anorganické chemie, a.s., Usti nad Labem

50

Respirace
[nmol CO2/min/g susiny]




Vysledky

0 .
WV yuanch

0.03 X|II ¢ Aktivita dehydrogenéz_ 70
N ‘| % Respirace - 60
% 50
S Z 0.02 - o
275 + 40 &
-GCJ ®)) Q.
g 5 T 30 g
=RE 001" =
= + 20
<
+ 10
O I I I I I O
0) 50 100 150 200 250 300

Cas [dny]

© Vyzkumny Gstav anorganické chemie, a.s., Usti nad Labem

[nmol CO2/min/g susiny]




WV yuanch

Vysledky

* Obsah fosfolipidovych mastnych kyselin (PLFA)

e U vsech variant statisticky vyznamné stoupl -
z 13,5+2,2 na 20,3x2,4 mg PLFA / g suSiny

« Systematicky vzestup - pozorovan v prvnich 7 mésicich v
souladu s poklesem koncentrace uhlovodikt v pudé

» Posledni odbéry (12-2010, 2-2011) - degradace zanedbatelna -
pozorovan mirny pokles PLFA

* Moduly bez zeolitt a moduly s pfidavkem HS —
rychlejsi vzestup obsahu PLFA - maxima uz po cca 5 mesicich
Maxima ale nebyla vySSi nez u variant bez zeolitu
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Diskuze

« Vliv sledovanych abiotickych aditiv na biodegradaci C,, — C,,
» Vliv pfidavku HS

» Predpoklad
HS zlepsi biologickou dostupnost polutantu - neprokazano
Kontaminace u pouzité pudy - relativné Cerstva = dobfe
biologicky dostupna = pozitivni efekt HS neprojevil

 Vyznamny vliv HS - zaznamenan u mikrobialni biomasy !!!
u modullu s HS pfibyvala mikrobialni biomasa (PLFA) rychleji
nez u variant bez nich
= HS zlepsSuji mikroprostredi pro pudni mikroorganismy

© Vyzkumny Gstav anorganické chemie, a.s., Usti nad Labem
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Diskuze

« Vliv sledovanych abiotickych aditiv na biodegradaci C,, — C,,
 Vliv zeolitu

* V kombinaci s rostouci koncentraci HS vede k poklesu t;,, -
nejkratSi hodnoty t,,, pro nejvyssi koncentraci HS 450 mg/kg
susiny

« Predpoklad |
Zeolity na sebe navazou pridanou mikrofloru za tvorby
biofilmu a usnadni tak jeji preziti

Vysledky — moduly se zeolity pomalejsi vzestup obsahu PLFA
nez moduly bez zeolitu

ProC ? — adsorpce autochtonni i augmentované mikroflory na

LA 4N 4

© Vyzkumny Gstav anorganické chemie, a.s., Usti nad Labem




0 .
WV yuanch

Diskuze

« Vliv sledovanych abiotickych aditiv na biodegradaci C,, — C,,
 Vliv zeolitu

* Predpoklad Il
Pridavek zeolitu pudy nakypfi a provzdusni

Vysledek - porovnani respiracnich aktivit u srpnového
(nejaktivnéjsiho) odbéru tuto hypotézu nepotvrdilo - praimérna
respirace u variant se zeolity i bez nich — srovnatelna

Z praktického hlediska - pouzity pfidavek zeolitt (10% hmotn.)

zlehCil a vyrazné usnadnil manipulaci i vizualni sledovani
homogenity

© Vyzkumny Gstav anorganické chemie, a.s., Usti nad Labem
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Diskuze

» Korelace sledovanych parametrt biodegradace

* Pro zakladni pfedstavu o jejich souvislosti s prubéhem
degradacniho procesu

« Hlavni ukazatel prubéhu biodegradace - pokles uhlovodiku C,,-
C,o, koreluje velmi dobre jak s dalsimi ukazateli, tak s aktivitou
mikrobniho spoleCenstva

* Nevyznamna korelace s respiraci - dana pocatecni nizkou
respiracni aktivitou - z duvodu nedostatku pudniho O,

« Aktivity dehydrogenaz — koreluji Iépe - ukazatel obecného
metabolismu (ne jen aerobniho)

© Vyzkumny Gstav anorganické chemie, a.s., Usti nad Labem
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Vysledky a diskuze
1 2 3 4 5 6 7 8 9
1. Cas 060 -0,16 -0,70 -0,64 -093 0,75 047 0,47
2. PLFA 0,60 0,09 -047 -0,19 -0,60 057 048 048
3. Respirace -0,16 0,09 0,08 -0,02 005 000 017 0,22
4. Dehydrogenazy -0,70 -0,47 -0,08 062 0,70 -0,67 -0,60 -0,64
5. TOC 0,64 -0,19 -0,02 0,62 0,57 -0,51 -0,24 -0,31
6. C10-Cyo 093 -060 005 0,70 0,57 -0,72 -0,53 -0,54
7. pH 0,75 057 0,00 -067 -051 -0,72 0,65 0,66
8. Pristan/C,, 047 048 017 -0,60 -0,24 -0,53 0,65 0,98
9. Fytan/C.q 047 048 022 -064 -031 -054 066 0,98
© Vyzkumny Gstav anorganické chemie, a.s., Usti nad Labem
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Diskuze

 Kinetika biodegradace

* Porovnani ubytku C,, — C,, v modulech 1I-XV s modulem |
(kontrola) — biodegradace probiha i bez zasahu

 Ubytek C,, — C,, — moZné oba modely - kinetika 0. i 1.Fadu

* Hodnoty Akaikova kritéria (AlC) - pro vzajemné srovnavani
regresnich modell — odliSnost kontrolnich a ostatnich vzorku

« Kontrola (modul I) - presnegji Ize modelovat kinetikou 0. fadu
Ostatni moduly (11-XV) - Iépe vyhovuje kinetika 1. radu

© Vyzkumny Gstav anorganické chemie, a.s., Usti nad Labem
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Diskuze

Kinetika biodegradace

Vhodnejsi model kinetiky 0. radu - limitujicim elementem
rychlosti procesu - nedostatek katalyzatoru = mikroorganismui
schopnych degradovat RolLa

Vhodnejsi model kinetiky 1. radu - limitujicim elementem
rychlosti procesu - koncentrace substratu (RolLa)

U
Pricina - puvodni pudni mikrofléra - malo MO schopnych
odbourani RoLa = inokulace biodegradacniho kmene pomohla
proces urychlit

Potvrzeno i srovnanim t,, - u vétSiny modult vyznamné kratsi
nez u kontroly (vyjimka - atypickeé rozptylené moduly VII a XIlI).

© Vyzkumny Gstav anorganické chemie, a.s., Usti nad Labem
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Vysledky a diskuze

Modul t,,[dny] r Modul t,,[dny] r Modul  t;, [dny] r

I 236x109a 0,97 | VI 142+32b 0,97 | XI 79+19b 0,94
1 118+28b 0,96 | VII 235+x123a 0,92 | Xll 244+188a 0,87
I 121+48b 0,90 | VIII 101+44b 0,83 | XIllI 146+82b 0,87
IV 128+43b 0,93 | IX 89+28b 0,87 | XIV 90+36b 0,87

V 138+42b 0,95 | X 103+28b 0,95 | XV 81+30b 0,88
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 VIiv inokulace na tvorbu biomasy—.

 Neinokulovana kontrola®
VS.
,Ostatni inokulované moduly*

2

— stejny obsah PLFA

« \ysvétleni - inokulovana koncentrace 1,7+0,4.10% CFU/g vlhké
pudy je relativné zanedbatelna vudi kvantité pfirozené mikroflory

Nicméné podil inokulovanych MO na odvedené biodegradacni

praci je vyznamny

Augmentace vhodneého biodegradacniho kmene se ukazuje jako
nejvyznamnéjsi faktor biodegradace

© Vyzkumny Gstav anorganické chemie, a.s., Usti nad Labem
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Diskuze

 Pomér pristan/C,, a fytan/C,

* Rostouci hodnota obou pomeéru - biodegradace skute¢né probiha
pfeménou nerozvétvenych uhlovodiku (n-alkany C,-, C,5) smérem
k rozvétvenym uhlovodikim (pristan, fytan)
— v souladu s klesajicim obsahem uhlovodiku C,,-C,,

 Vysledky TOC
 slabsi korelace s ubytkem C,,-C,,
nizkeé respiracni aktivity
klesajici tendence TOC ve vSech modulech

U

 Premeény jedné organickeé formy na jinou, v malé mire mineralizace
na anorganické komponenty, ¢ast uhlovodiku vyuzita bakteriemi
jako zasobni latky, Cast na tvorbu bakterialni biomasy

© Vyzkumny Gstav anorganické chemie, a.s., Usti nad Labem




WV yuanch

Diskuze

« Pudni spolecenstvo v prubéhu biodegradace

« Koncentrace PLFA - ve vSech modulech 8-30 mg PLFA/g suSiny —
srovnatelné s intenzivné obdélavanymi zemeédélskymi pudami,
loukami, ale nizSi nez u pfirozenych lesnich pud

* Vyznamny podil methyllinoleatu (18:2) - biomarker eukaryotickych
mikroorganismu, naznacujici podil pudnich hub

» Respiracni aktivity + aktivity dehydrogenaz - radove nizSi nez u
nezasazenych pud
—
pritomné ropné latky puvodni mikrofléru nezahubily, nicméné
prirozené biologické procesy zpomalily,

degradacniho procesu se ucastnil mensi podil pritomnych MO

© Vyzkumny Gstav anorganické chemie, a.s., Usti nad Labem
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Diskuze

« Pudni spolecenstvo v prubéhu biodegradace
* NejvySSi respiracCni aktivity v prostredni fazi experimentu (kampan
8-2010 vs. systematicky pokles aktivity dehydrogenaz

—
prirozeny biodegradacni proces - limitovan nedostatkem kysliku

nebo nizkym obsahem pocatec¢ni pudni vihkosti

« Tyto kliCoveé parametry byly pri zakladani experimentu vylepseny a
mohly vlastni biodegradaci odstartovat

© Vyzkumny Gstav anorganické chemie, a.s., Usti nad Labem
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« 'V sérii nadobovych pokusu - testovan vliv abiotickych aditiv (HS,
zeolitu) na biodegradaci MoNa po havarii

« Ziva autochtonni biomasa - i po havaria vysoka, MO malo aktivni

* Augmentace biodegradéru — proto jako nejvyznamnejSi zasah
urychlujici odbouravani ropnych uhlovodiku

« Pridavky HS nemély statisticky prukazny vliv na rychlost
biodegradace — pozitivni vliv na vyvoj biomasy

« Pridavek zeolitu - pomalejsi nartst biomasy, neprokazany vyssi
hodnoty respiracnich aktivit po pridavku zeolitu — lepSi manipulace
S pudou, vizualni sledovani homogenity pfi zakladani nadobovych
pokusu a pravidelné aeraci pudy

© Vyzkumny Gstav anorganické chemie, a.s., Usti nad Labem
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« Vyzkum byl podpofen Ministerstvem priimyslu a obchodu CR
(projekt FR-T11/456) a spolufinancovan firmou Mikrochem LKT
S.r.0.
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Diskuze

« Vliv sledovanych abiotickych aditiv na biodegradaci C,, — C,,
» Vliv pfidavku HS - na biodegradaci statisticky neprukazny

* VSechny moduly s HS - vyznamné rychlejSi pokles obsahu C,, —
C,o Ve srovnani s kontrolou, ale ne ve srovnani s inokulovanou
variantou bez huminovych latek (modul Il)

* Moduly s HS i zeolitem (moduly IX-XIV) - zjistény jeste kratsi t;,—
ovSem statisticky neprikazné

 HS z lignitu lepsi ve srovnani s HS z oxyhumolitu Duchcov
vzhledem ke kratSim t,,, - srovnani ztizeno atypickymi moduly VII
a Xll - znacny rozptyl hodnot

© Vyzkumny Gstav anorganické chemie, a.s., Usti nad Labem



W yoanch
Vysledky a diskuze

Modul t,,[dny] r Modul t,,[dny] r Modul  t;, [dny] r

I 236x109a 0,97 | VI 142+32b 0,97 | XI 79+19b 0,94
1 118+28b 0,96 | VII 235+x123a 0,92 | Xll 244+188a 0,87
I 121+48b 0,90 | VIII 101+44b 0,83 | XIllI 146+82b 0,87
IV 128+43b 0,93 | IX 89+28b 0,87 | XIV 90+36b 0,87

V 138+42b 0,95 | X 103+28b 0,95 | XV 81+30b 0,88
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Souhrn hodnoticich postupu pro sledovani a charakterizaci biodegradace znecisténi
ropnymi latkami, resp. uhlovodiky C;,-Cyo.

Hodnotici postup Pracovisté Mnozstvi vzor-
ku (9)
Stanoveni uhlovodikt C,,-Cy Separacni metody, Vl:JAnCh 30
Stanoveni® poméra C,;/pristan a Separacéni metody, VUANCh 0
Clg/fytan
Analyza fosfolipidu Separaéni metody, VUAnCh, UJEP 85
Stanoveni respirace pudy UJEP 5
Analyza aktivity dehydrogenaz UJEP 5
Stanoveni pH vyluhu Sal, VUANCh 300
Vihkost Séal, VUAnCh 100
Popel® Sal, VUANCh 0
Celkovy organicky dusik Sal, VUANnCh 40
TOC VURV Chomutov 80
Prvkova analyza makro-, mikrozivina |RTG, VUAnCh 5
tézkych kovl
Analyza celkového fosforu ICP, VUANRCh 10
Suma (g9) 660

4 stanoveno spolu s obsahem Cyp-Cy
® dopoéet z vihkosti
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Experimentalni cast

 Stanoveni uhlovodiku v pudé

* Plynova chromatografie s plamenové-ionizacnim detektorem
GC-FID

- Metoda — adaptovana podle normy CSN EN I1SO 14039
Detailni popis - literatura (Kuran et al 2011)
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Experimentalni cast

« Hodnoceni pudniho mikrobniho spoleCenstva

Koncentrace fosfolipidovych mastnych kyselin (PLFA) -
adaptovanou metodou - Zelles et al. 1992
Popis - ~10 g vzorku

Extrakce celkovych lipidd MeOH:CHCI,:fosfatovy pufr (2:1:0,8),

SPE frakcionace po zahusteni — silikagelem,

nezadouci frakce nepolarnich a neutralnich lipidu - eluovany
CHCI;, acetonem,

zadouci frakce polarnich lipidu - eluce methanolem

Methanolyza polarnich lipidi - roztokem KOH v methanolu
analyza vzniklych FAME pomoci GC-MS
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Experimentalni cast

« Hodnoceni pudniho mikrobniho spoleCenstva
PUdni respirace

stanovena titracne
Vzorek pudy (~1g) - inkubovan v uzaviené sklenéné lahvi pfi

~25°C

Absorpce vznikajiciho CO, do roztoku NaOH

Titrace nezreagovaného CO, s HCI
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