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Omezujici faktory pro biologickou remediaci
Mikroorganismy pro bioremediaci







Biologicka rozlozitelnost polutantu zavisi na:
e Struktufe a naboji molekuly
e Polarité

e Rozpustnosti ve vodé

® Stupni zvétrani

e Biologické dostupnosti

e Enzymatickém vybaveni mikroorganismu
e Transportu do buriky (pfenosu hmoty)



Předvádějící
Poznámky prezentace
2) Review of enzymes, then extremozymes



Why is this the second talk??? A natural lead in to BioTech/Computing

3) - Interesting to scientists, and are interesting to us too.

- Life on other planets

- DNA fingerprinting, stonewashed geans, and oil extraction

- Interdisciplinary lessons




e Bakterie nevytvareji exoenzymy pro rozklad
polutant

e Rozklad probiha v bunce

* Molekuly se do buniky dostavaji pres
buné¢nou membranu

WATER

Hydrophilic
head

e Transport do bunky je:

— Hydrophobic
tail

- aktivni (pfenasece)
- pasivni (napf. difaze)



TRANSPORT DO BUNKY (PRENOS HMOTY)

NET FLOW

o




TRANSPORT DO BUNKY (PRENOS HMOTY)

Facilitated Diffusion




TRANSPORT DO BUNKY (PRENOS HMOTY)

Osmosis
*Semipermbeable
membrane
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TRANSPORT DO BUNKY (PRENOS HMOTY)




TRANSPORT DO BUNKY (PRENOS HMOTY)
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TRANSPORT DO BUNKY (PRENOS HMOTY)




micorpores /nanopore

mesopares

rate limiting process

MaCropores




BIODOSTUPNOST POLUTANTU

(rapidly reversible)
[bioavailable or bioaccessible:
temporally constrained]

Sorbed compound LANCASTER Jk

Sorbed compound
(slowly/very slowly reversible)
[bioaccessible:
temporally constrained)

Bioavailable
compound

Jouccessfble
compound
[physically constrained)

Occluded compound

[non-bioaccessible] Earthworm

Semple et al., 2004




Na starnuti polutantti a snizovani dostupnosti
se podili:

e Sorpce na pevné castice pudy (jil)

e Sorpce na organické latky v padé (huminové
latky)

e Diftize do mikropdri a makroporii

e Odpar tékavych slozek

e Ubytek dobie odbouratelnych slozek
znecisténi



VETRANI (STARNUTI) POLUTANTU

Bacteria
~0.5-1.0 um
Bulk
fluid

Cemented
grains
Intra-aggregate
pore

Fissure

Natural
organic

Micropore o At

<2nm




v systémech s jednim polutantem: dochazi pri
zvysSovani kontaktniho ¢asu mezi polutantem a
pldou ke snizovani biologické dostupnosti a
odbouratelnosti

v systémech s vice polutanty pfitomnost dalSich
latek zpomaluje starnuti a zvysuje biologickou
dostupnost polutantu

Sorbované molekuly jsou nejcastéji ddvodem
,reboundingu”



Tailing and Rebound Effects
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Tailing and Rebound Effects

PUMP ON PUMP OFF PUMP ON

(tailing) (rebound) (return to tailing)
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Desorption ufZ
Adsorhed Contaminants




Hydrofébni molekuly:
- silnd sorpce na pevné castice horninového
prostiedi a v organickém podilu
- rozpoustéji se v nepolarnich latkach
pfitomnych v prostiedi (ropné uhlovodiky)
- transport do buriky je mozny pouze pokud

jsou rozpusténé ve vodé
NEZBYTNA PODPORA PRENOSU HMOTY




MAKROSKOPICKE PARAMETRY MOLEKULY




e Adice halogenového iontu, nitroso skupiny, CN,
sulfatu, halogenu ¢i methylu k jednoduchému
aromatickému uhlovodiku, mastné kyseliné ¢i jiné
molekule podstatné zhorsuje biologickou
rozlozitelnost

e adice hydroxylové, karboxylové ¢i amidické
skupiny stimuluje biodegradovatelnost

I "HI’*' : '*l Chybi enzymy pro rozklad

Dieldrin



PODPORA PRENOSU HMOTY

Vlastnosti bakterii podporujici prenos hmoty:

e tvorba biologickych povrchové aktivnich latek a
jejich exkrece do prostredi

e vznik struktur na povrchu buriky, které podporuji
emulgaci hydrofobnich molekul polutantu

e systém piijmu s vysokou afinitou k polutantu

e zvySena adhese bunék k pevnému nebo
kapalnému substratu




BIOFILM
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Podle biologické rozlozitelnosti Ize polutanty
seradit podle snizujici se biologické rozlozitelnosti:
jednoduché alifatické uhlovodiky, paliva >
monoaromatické uhlovodiky > alkoholy, estery
> nitrobenzeny, ethery > chlorované
uhlovodiky > polycyklické aromatické
uhlovodiky > pesticidy.

n-Alkany:

Nejsnaze molekuly C,, az C,,

C, az C, jsou plynné, rozkladaji je jen vysoce
specializované bakterie

C; az C, jsou pro vétsinu mikroorganismu toxickeé



Zp¥istupnéni molekul polutanti pro bunky:

e Pfidavkem neionogenni povrchové aktivni latky
(NPAL)

e Castec¢na chemicka oxidace

‘% PHENANTHRENE

ANTHRACENE @YREN E




* Ohrev horninoveho prostredi (odporove
ohrivani, vhaneni pary.....)

* Uvolnéni sorpcnich vazeb molekul
polutantu ultrazvukem
* Podpora tvorby biosurfaktantu



PODPORA PRENOSU HMOTY - TVORBA
BIOSURFAKTANTU

The bacterium Pseudomonas aeruginosa produces a nontoxic,
degradable biosurfactant (detergent) called rhamnolipid

(C-CH,-CH - CH, - CH, -
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Courtesy Raina M. Maier



BIOSURFAKTANTY

Glycolipids u—r.:H—cnz—c— rhamnolipid

rhamnolipids, from Pseudomonas sp.
sophorolipids,
trehalolipids

I;z
Lipopeptides e -f:-—lm—m:i:m_m;tmw
surfactin, T TH—.

iturin ) . ..-"ED—?-I—H-I—EXJ—?'I—M—E'D—?-I—NH‘

- from bacillus subtilis e

bioemulsan
from Acinobacter sp.

Other surface active biomolecules in natural and man-made use, especially in food products
Phospholipids Proteins
e.g. lecithin e.g. b-casein




BIOSURFAKTANTY

e VsSechny bakterie, které jsou schopné
vyuzivat nepolarni substraty, maji schopnost
biosurfaktant vytvaret a uvolnovat do
prostiedi

e Bez biosurfaktantu by nebyly schopné
dopravit substrat do bunky

Micela neionogenni
povrchove aktivni
latky
0 Molekula
Molekula polutantu
polutantu nepolarni polarni




BIOSURFAKTANTY
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OMEZUJICI FAKTORY PRO BIODEGRADACI

e Piéenos hmoty do bunky

e Dostupnost molekul polutantu pro
mikroorganismy (sorpce, rozpustnost)

 Enzymaticky aparat mikroorganismu

e Tvorba toxickych metabolitii

¢ Inhibi¢ni podminky v prostredi (toxicita
polutantd, pH, teplota, nedostatek vihkosti,

nedostatek finalnich akceptori elektront,
limitace makro a mikrobiotickymi prvky .....)

e Neschopnost odbouravat nékteré polutanty vedle
sebe (napr. toluen a chlorbenzen)



PODPORA VYMYTIM

Vymyti povrchové
aktivni latkou




ROZDELENI ZBYTKOVEHO ZNECISTENI

~ Saturovana zoéna
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SOUHRN OMEZUJICICH FAKTORU
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SuUperimposed regulation

Closed regulatory
circuits
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ODBOURAVANI POLYCYKLICKYCH
AROMATICKYCH UHLOVODIKU

BAKTERIE {3 4 Dehydro-
DIOOXYQGWH genase ()Ijﬂ_b - Oj;"_} — @:‘Z_,_ CO, + H,0
) OOCH

Bakterien
Dioxygenase ]
X / cis-Dihydrodiol Dihydroxy-PAK Hydroxycarbonsdure  Catechol

Ojg Dehydm
genase
PAK goi O O — O
hydrofase
Pilze

H

Cyt. P-450 | Ei trans-Dihydrodiol o-Dihydroxy-PAK o-Chinon

HOUBY Arenoxid o \
Cytochrom enzymatisch

P-450
peroxidasa

Hydroxy-PAK p-Dihydroxy-PAK p-Chinon




PROBLEM

Stanoveni PAU po extrakci nepolarnimi
rozpoustédly

Biotransformacni produkty jsou polarni — nestanovi

se, nastava pokles koncentrace PAU - HURAAAA
"

Skutecnost

Biotransformacni produkty a dead-end produkty
jsou ve vodé mnohem rozpustnéjsi a tedy
mobilnéjsi, jsou vSak casto i toxi¢téjsi nez plivodni
PAU, takze zemina se snizenou koncentraci PAU
po biodegradaci je z hlediska zivotniho prostiedi
mnohem skodlivéjsi, ma podstatné vyssi ekotoxicitu

a genotoxicitu




. PROBLEM

e Heterocyklické slou¢eniny podléhaji rovnéz
piotransformaci — vznikaji toxic¢téjsi produkty
Pentachlorfenol tvori v technické smési jen 30 az
35 %, jsou tedy pritomny dalsi kongenery — ale ty
se nesleduji (analyticky)

Vedlejsi produkt z chlorace fenolu -
polychlorované dioxiny!!!!




BIOTRANSFORMACE MISTO
BIODEGRADACE

e Casto se stava, ze rozklad polutantu neni
totalni (nenastava mineralizace)

LAS ULTIMATE BIODEGRADATION L i n e é rn i
Mineralization
alkylsulfonaty

CO,, H,0 50,4
+ Biomass




BIOTRANSFORMACE MISTO
BIODEGRADACE

Microorganisms eat oil Microorganisms digest oil and Microoganisms
or other organic convert it to carbon dioxide (CO2) give off CO2 and

contaminant and water (H20)




BIOTRANSFORMACE MISTO
BIODEGRADACE

* Nedochazi k rozkladu az na H,0, CO, k tvorbé
biomasy a energie.

e Dochazi jen k biotransformaci molekul polutantu
na nové slouceniny, které jsou bud dead-end
produkty, nebo nemohou byt dale rozkladany
vzhledem k podminkam v prostiedi

¢ Tyto meziprodukty mohou mit mnohem
nepriznivéjsi vlastnosti pro zivotni prostredi nez
ptivodni polutanty



BIOTRANSFORMACE MISTO
BIODEGRADACE

O@ TOXICITA

LA <

0 o

Benzo[apyrene Benzo[apyrene 7, 8-
7,8-dihydrodiol dihydrodiol-9, 10-epoxide
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BIOTRANSFORMACE MISTO
BIODEGRADACE

Biotransformace mitze zputsobit:

1.

Vyssi toxicitu

2. Endokrinni disrupci
3.
4. Dalsi negativni vlastnosti podle druhu

Mutagenitu

vzniklého metabolitu

. Zvysit polaritu a mobilitu v horninovém

prostredi



MIKROORGANISMY




Relative size of a bacterium, clay
particle, virus, and fungus.

—
Bacterlum

Bacllius sp.




Mircometres
(Log Scale)

Relative

ST Microscope

lonic Range . Molecuala Ran‘

0.0001

Metal
lon

Atomic
Radius

Water
Mol-
ecule

0.001

10

Aqueous Salts

0.01

100

Scanning Electran Microscapic

Macrofiigculd

0.1

(ptical Microscape

10,000

Paint Pigment

Micro Particle Range

10

|
Tobacoo Smoke

Albumin Protein
|
|

Cryptosporidium
Red

Visible to Naked Eye

M acro Particle Range
i 10,000
1000000 |10M

Coal Dust

Human Hair

Cranular Acti-
vated Carbon

Beach Sand




Ribosome  Micro bodies Bacterial DNA Plasmids
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MIKROORGANISMY

NizSI houby — predevsim drevokazné
PUsobici bilou hnilobu drfeva (white-
rot-fungi)

PUsobici hnédou hnilobu drfevo
(brown-rot-fungi)

EXTRACELULARNI ENZYMY —

SnaZzsi degradace polutantu — neni
freba transport do bunky




MIKROORGANISMY

e Difevokazné houby puUsobici hnédou
hnilobu — enzymy celulasy —
degradace celulosy — zUstava lignin

* Difevokazné houby pUsobici bilou
hnilobu — enzymy peroxidasy —
degradace ligninu — zustavd celuloso












DREVOKAZNE HOUBY - BIOREMEDIACE

e Tvorba exoenzymu - peroxidas —
zrychleni biodegradace PAU -
podobné ligninu, eliminace transportu
do bunky

* Problém: kolonizace osefrované pudy
e Veliké mnozstvi inokula - vysokd cena

» Tvorba dead-end produktu, vysledek
horsi nez o¢ekavdni - spise zadny

iy
’lz 9
A
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DREVOKAZNE HOUBY — BIOREMEDIACE
DALSI PROBLEM - ODBOURAVANI PAU

H Dehydro- ;
H genase
BAKTERIE | Oj:jﬂ - @C Oj:;—* 0, + .0

Bakterien

Diooxygenasa Dmxygena7

cis-Dihydrodiol Dihydroxy-PAK Hydroxycarbonséure  Catechol

OD Dehydm
PAK \ Epoxid- genase O —_— O
hydrofay
Pil
Cyt Ipz_jm H trans-Dihydrodiol o-Dihydroxy-PAK _ 0-Chinon
HOUBY ;F
Cyt P-450 Arenoxid mchf\
PerOXIdasy enzymatisch O — — O — O

Hydroxy-PAK p-Dihydroxy-PAK p-Chinon
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OTAZKY 2



DEKUJI
VAM ZA

POZORNOST !




EXKURZE 3.11.2011

ALFATEX MODA,
PELHRIMOV,
KREMESNICKA ULICE

+ HP 108




KONTAMINACE

Predevsim chlorovane ethyleny:
perchlorethylen (PCE) a trichlorethylen
(TCE)

Transformacni produkty (1,2-c-DCE a VC)
jen ve velmi omezené mire

Podminky ve zvodni nebyly priznive pro
prubéh reduktivni dehalogenace



POSTUP REMEDIACE

Odtezeni nejvice kontaminovanych zemin
tam, kde to bylo mozne.

Sanacni Cerpani + vytvoreni hydraulicke
bariery

Uprava podminek ve zvodni — podpora
biologickeé reduktivni dehalogenace

Zmena podminek na oxické pri hromadeni
1,2-c-DCE (1J-26, 1J-29 az 31)
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