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Biologicka degradacia polycyklickych aromatickych uhPovodikov v pode
znecistenej uhol’nym dechtom

Daniel Kupka', Peter Sekula’, Ondrej Tischler’a Jaroslav Briancin'

Biodegradation of polycyclic aromatic hydrocarbons in soil contaminated with coal tar

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are a group of serious contaminants of air, water soil and sediments. Persistence
and accumulation of PAHs in the environment is due to their hydrophobicity and hence low solubility and bioavailability to microbial
action. This work presents an evidence of biodegradation of PAHs in a soil sample taken from a coal gasification plant contaminated
with coal tar. The degradation of the contaminant by indigenous microorganisms was studied under aerobic conditions at 15 °C in
a laboratory glass column. The oxidation kinetic of organic carbon was monitored by measuring the oxygen consumption rate
and the carbon dioxide production rate. The biodegradation rates observed were in the range of 0.2 to 7 mg C kg™ ™. Approximately
14 000 mg kg of the total organic carbon was completely mineralized to CO, during 6 months. The sum of 16 EPA PAHs decreased
from the initial concentration of 21 331 mg kg™ to the value of 2 774 mg kg after 6 months of biodegradation. The thermogravimetric
analysis revealed a 34 % weight decrease of organic mater content during the 6-month degradation period.
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Uvod do problematiky

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) patria v stcasnej dobe k najsledovanej$sim skupindm
rizikovych latok v Zivotnom prostredi. PAU st vécSinou vysoko toxické, mutagénne a karcinogénne latky.
Polyaromatické uhlovodiky obsahuji vo svojej molekule dva a viac kondenzovanych benzénovych
(aromatickych) kruhov usporiadanych linearne, zalomene, alebo vo forme zhlukov. Vzhl'adom na svoju
lipofilni povahu sa dobre vstrebavaju gastrointestindlnym traktom cicavcov. Su pomerne rychlo
distribuované do viacerych orgénov a tkaniv s tendenciou akumulacie v tukovych tkanivach (Samanta a kol.,
2002).

Hlavnymi prirodnymi zdrojmi PAU je uhlie a ropa. Niektoré PAU sa pouzivaji v chemickom priemysle
na syntézu pesticidov, detergentov, farbiv a konzerva¢nych latok a do zivotného prostredia sa dostavaji pri
vyrobe a distribucii tychto produktov. Z d’alSich antropogénnych emisnych zdrojov najvdaéSou mierou
prispievaju k znecisteniu prostredia polyaromatickymi uhl'ovodikmi tepelné elektrarne, dopravné prostriedky,
spalovne odpadu, pyrolyzne procesy, ako pyrolyza pneumatik, vyroba koksu, splynovanie uhlia, vyroba
drevného uhlia a procesy, pri ktorych dochadza k nedokonalému spalovaniu organickych latok. Nasledne
sa tieto latky dostavaju z atmosféry do pody, kde sa kumuluji, o Com sved¢i vyrazny narast koncentracie
PAU v pddach, vodach asedimentoch v industrializovanych oblastiach za poslednych 100-150 rokov
(Jones a kol., 1989). Mestské oblasti predstavuju lokality s najvy$$imi obsahmi PAU v pode v dosledku
koncentracie ich hlavnych producentov — priemyslu, teplarni, a automobilovej dopravy. Obsahy PAU
v zne€istenych podach st v literarnych zdrojoch udavané v desiatkach az stovkach mg na kilogram susiny.
Limitné hodnoty pripustného znelistenia PAU st vieobecne nizke, radovo v rozsahu 0,05- 1,0 mg kg
(Zakon ¢. 223/2001 Z.z. a vyhlaska 283/2001 Z.z.).

PAU su silne hydrofobne zluceniny a ich perzistencia v zivotnom prostredi je zapri¢inena najmé nizkou
rozpustnostou vo vode a tendenciou adsorbovat’ sa na pddny matrix. Z toho vyplyva aj ich odolnost’ voci
mikrobiologickému rozkladu. Odolnost’ sa zvySuje s rastiicou molekulovou hmotnostou (Cerniglia, 1992).
PAU podliehaji oxidacii v pritomnosti ozénu a UV ziarenia a biologickej oxidacii mikroorganizmami.
Metabolické drahy mikrobialnej oxidacie PAU obsahujucich dva a tri aromatické kruhy (naftalén, fenantrén,
anthracén a fluorantén) su dostatocne podrobne preStudované. Je zndma ich enzymaticka a geneticka
regulacia (Juhasz a Naidu, 2000). ST'ubné vysledky boli dosiahnuté aj v oblasti mikrobialnej degradacie
tazsich refraktornejSich PAU s vy$Sou molekulovou hmotnostou, obsahujucich 4 a viac kondenzovanych
benzénovych kruhov (Kastner a kol., 1994; Grifoll a kol., 1995; Juhasz a Naidu, 2000; Van Hamme a kol.,
2003). Iniciaénym krokom transformacie PAU pri prokaryotickych organizmoch (baktérie) je vnesenie dvoch
atomov kyslika z molekuly O, na dva atomy uhlika benzénového kruhu ucinkom dioxygenazového
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enzymatického systému. To ma za nasledok vytvorenie cis-dihydrodiolu, ktory u¢inkom dehydrogenazy
transformuje na dihydroxylovany medziprodukt katechol (Cerniglia, 1984; Atlas, 1981; Gibson
a Suramanian, 1984). Rozstiepenim aromatického kruhu dochadza k tvorbe organickych kyselin aich
naslednej spotrebe mikrobidlnym metabolizmom na syntézu bune¢nych komponentov a na zisk energie,
pri¢om dochadza k uvol'novaniu CO, a vody (Wilson a Jones, 1993). Viacero $tudii ukéazalo, ze PAU mézu
byt mineralizované na neSkodné kone¢né produkty CO, a vodu.

V tejto praci st prezentované vysledky laboratérneho testu degradacie PAU v redlnej vzorke zeminy
autochtonnou bakteridlnou mikroflorou v aecrobnych podmienkach. Biologicky spdsob sanacie tohto typu
znecistenia by mohol predstavovat’ z hladiska ekologického iekonomického vhodnu alternativu voci
technolégiam vyuzivajucim fyzikalno-chemické sposoby dekontaminacie dechtového znecistenia.

Material a metédy

Priprava vzorky

Pre laboratorne testy bola odobrata vzorka zeminy znecistend polyaromatickymi uhl'ovodikmi. Zdrojom
znedistenia bol uhol'ny decht vznikajici ako vedl'ajsi produkt pri splyfiovani uhlia. Rezidualne znecistenie
polyaromatickymi uhlovodikmi pochadzajiice eSte z obdobia vyroby svietiplynu vo vtedajsej plynarni
pretrvava na danej lokalite dodnes. Ked’ze sa jedna o stard ekologicku zataz, bol predpoklad pritomnosti
adaptovanej autochtonnej mikroflory schopnej degradovat PAU.

Zemina bola sitovana pod 4 mm. Po naslednej homogenizacii bola ¢ast’ vzorky odobratd na stanovenie
vlhkosti, Specifickej hmotnosti, na chemickt, mikrobiologickl analyzu a na testy toxicity. Na sledovanie
biodegradacie organického uhlika boli vzorky zeminy umiestnené v dvojplastovych sklenenych kolénach
s pracovnym objemom 1 dm’. Hmotnost zeminy v koldéne v prepoéte na susinu bola priblizne 1000 g.
Zemina v kolénach bola aerovana pradom atmosférického vzduchu s rychlostou prietoku 200 ml min™.
Konstantna rychlost prietoku vzduchu bola regulovana pomocou mass-flow controllera (Cole Parmer USA).
Biodegradacia prebiehala pri konstantnej teplote 15°C udrziavanej pomocou chladiaceho termostatu.

Chemicka analyza, mikrobiologicky rozbor

Na identifikaciu 16 polyaromatickych uhl'ovodikov bola pouzita plynova chromatografia v kombinacii
s hmotnostnou spektroskopiou GC/MS podl'a metody US EPA 8100. Analyza bola vykonand na plynovom
chromatografe SHIMADZU QP 5050A s hmotnostnym detektorom (Ekolab, Werferova 1, KoSice).

Orientacny mikrobiologicky rozbor vzorky bol urobeny z vyluhu po 15 min. pretrepavani 10 g vzorky
v 100 ml sterilného fyziologického roztoku. Vyluh bol nariedeny desiatkovym sériovym riedenim
a z kazdého riedenia bolo 0,1 ml vzorky naockovanych na povrch platni so zivnym agarom ¢. 2 (Imuna
Sarisské Michalany). Misky boli kultivované pri teplote 30°C. Rast kolonii pozorovany az do riedenia 107

Respirometrické merania

Rychlost’ biologickej oxidacie organického uhlika vo vzorkach bola monitorovana on-line na zaklade
porovnavania parametrov vstupného a vystupného vzduchu (Obr. 1). Koncentracia CO, bola merana
pomocou IC analyzatora (Edinburgh Sensors, UK), koncentracia O, pomocou paramagnetického analyzatora
(Sable Systems, USA).

Termogravimetricka analyza

Termogravimetrickd analyza TGA a diferencialna termickd analyza DTA bola merana na pristroji
Derivatograph C (MOM Budapest, HU) pri teplotnom rezime 5 °C min™'. Zaznam bol vyhodnoteny pomocou
programu WinDer C Ver. 6.0.

Vysledky a diskusia

Vzorka vykazovala vysoky stupenn zneCistenia PAU uz na zaklade senzorického vySetrenia. Chemické
rozbory vzorky dokazali pritomnost vysokych koncentracii polycyklickych aromatickych uhlovodikov,
dusikatych a sirnych derivatov PAU a dalsich latok, ako napr. nitrofenolov, vyssich alkoholov a ketonov.
Zdrojom znecistenia je uhol'ny decht, ktory vznikal ako vedl'ajsi produkt pyrolyzy ¢ierneho uhlia pri vyrobe
svietiplynu. Vysoké koncentracie 16 PAU vybranych US EPA a stanovenych metoédou US EPA 8100
dokumentuje tabul’ka ¢. 1.

Senzorické zhodnotenie vzorky poukazuje na masivne znecistenie spojené s inikom prchavych zloziek
do ovzdusia. Tieto plynné zlozky boli zachytené sorpciou na aktivne uhlie a silikagél a nasledne analyzované
(Gdaje nie su v tejto praci prezentovangé).
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Tab. 1. Koncentracia 16 vybranych PAU (EPA) vo vstupnej vzorke.
Tab. 1. Concentration of 16 selected PAHs (US EPA) in the sample.

ukazovatel’ mg.kg?!
acenaftén 289,72
acenaftylén 120,58
antracén 2519,20
benzo(b)fluorantén 1834,29
benzo(b,h,i)perylén 650,93
benzo(k)fluorantén 1254,78
benzo(a)antracén 1492,30
benzo(a)pyrén 1338,69
chryzén 1175,85
dibenzo(a,h)antracén 334,15
fluorén 1474,71
fluorantén 2376,20
fenantrén 1996,52
indeno(1,2,3-c,d)pyrén 1219,74
naftalén 3,60
pyrén 3249,82
SUMA PAU 21331,06

Degradacia organického uhlika vo vzorkach zemin

Mikrobiologicky rozbor vzorky ukazal vysoké pocty kultivovatelnych mikroorganizmov. Pocet koldnie
tvoriacich zarodkov KTZ bol radovo az 10° g'. Bola pozorovani znatna tvarova variabilita kolonii
vyrastenych aj pri vysokych riedeniach, ¢o poukazuje na pestru diverzitu autochtonnych mikroorganizmov
pritomnych v pévodnej vzorke. Jednotlivé izolaty si uchovavané na identifikaciu a d’alSie $tidium v zbierke
mikroorganizmov Ustavu Geotechniky SAV v Kogiciach.

Kompletnt oxidaciu uhl'ovodikov véitane PAU az na oxid uhli¢ity a vodu mozno zapisat’ v§eobecnou
stechiometrickou rovnicou

C,H,, + (n+0,25m) O, — nCO, + (0,5m) H,O (1)

Molarny a hmotnostny pomer CO, a O, vo vztahu k pdvodnej latke pre niektoré typy uhlovodikov
je uvedeny v praci Kupka a kol. v tomto Cisle.

Pomocou analyzy plynov je mozné zmerat' pokles koncentracie kyslika a produkciu oxidu uhli¢itého
v sulade s rovnicou 1. Biologicka oxidécia organického uhlika, véitane PAU vo vzorkéch, bola monitorovana
on-line analyzou vstupného a vystupného vzduchu. Produkcia oxidu uhli¢itého, ako konecného produktu
kompletnej mineralizacie organického uhlika spojena so spotrebou kyslika je dokazom toho, Zze dochéadza
k oxidécii a k rozkladu organickych latok (obr. 1).
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Obr. 1. Zaznam koncentracie kyslika a oxidu uhlicitého. Periodickd kontrola kvality vzduchu na vstupe a na vystupe z kolony v priebehu
degraddacie PAU. Molarny pomer CO»/O; ma hodnotu 0,83.

Fig. 1. A record of concentrations of oxygen and carbon dioxide. A periodic analysis of the inlet and outlet gas quality in the course
of PAH degradation. Molar CO,/O;ratio equals 0.83.
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Rychlost’ spotreby O, je vypocitand pomocou vztahu 2

1
- 7’02 = (¢gas,in [02 ]gas,m _égas,aut [02 ]gas,out ) (2)
MSm'l

a analogicky rychlost’ produkcie CO, zo vztahu 3

1
rCOZ = M (¢gas,out [COZ ]gas,out _djgas,in [COZ ]gas,in ) (3)
Soil

Nasledne je mozné vypocitat kumulativne mnozstvo odburaného organického uhlika z rychlosti
produkcie CO, za 'ubovol'ny casovy interval.

"ETe0r (6) + 70, (t4)

SNOEINOED) 5

(tm,. - ti) “4)

Respiraéné rychlosti st indikatorom kinetiky degradacie organickych latok v sledovanej vzorke. Na
obrazku 2 su zobrazené rychlosti produkcie CO, a celkové mnozstvo odburaného organického uhlika vo
forme CO,. Rychlost’ degradécie sa v priebehu kratSich ¢asovych intervalov (napr. v priebehu jedného dna)
javila relativne konStantna. Pri dlhodobom monitorovani mali priemerné denné rychlosti degradéacie
klesajucu tendenciu. Aj napriek konstantnym podmienkam experimentu degradacna rychlost’ poklesla
v priebehu prvych 50 dni z hodnoty 7 mg C kg h™' na hodnotu 0,2 mg C kg™ h™. Pokles rychlosti degradacie
mdze byt napr. v désledku postupného znizovania vlhkosti, selektivneho odburania l'ahsie rozlozitelnych
latok, ubytku nutrientov, akumulécie toxickych medziproduktov a d’alSich faktorov. Po revitalizacii procesu
zvySenim vlhkosti mozno pozorovat’ prudki akceleraciu degradacnych rychlosti a nasledny opétovny pokles.
V priebehu troch takychto cyklov, pocas 6 mesiacov biologickej degradacie pri teplote 15 °C bolo celkovo
odbtranych priblizne 14 000 mg organického uhlika v 1 kg suchej hmotnosti vzorky (obr. 2, vedl'ajsia os y).
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Obr. 2. Priemerné denné rychlosti degraddacie organického uhlika a kumulativne odburané mnozstvo organického uhlika vypocitané z
produkcie CO; pri teplote 15 °C.

Fig. 2. Average daily organic-carbon-degradation rates and the cumulative amount of degraded organic carbon calculated from the
production of CO; at the temperature of 15 °C.

Chemicky rozbor vzorky pody po 6 mesiacoch biologickej degradacie ukazal vyrazny pokles
koncentracie vsetkych 16 sledovanych polyaromatickych uhl'ovodikov. Porovnanie koncentracie PAU vo
vstupnej vzorke s hodnotami po 6 mesiacoch biodegradacie je na obrazku 3. Celkova suma PAU sa znizila
z povodnej hodnoty 21 331 mg kg' (Tab. 1) na hodnotu 2 774 mg kg, ¢o predstavuje 13 % povodnej
koncentracie.
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Obr. 3. Koncentracia 16 polyaromatickych uhlovodikov vo vstupnej vzorke (Srafované) a po 6 mesiacoch biodegradacie (prdzdne
stlpce).

Fig. 3. Concentration of 16 selected PAHs (US EPA) in the sample before (dashed columns) and after the 6-month biodegradation
period (blank columns).

Termogravimetricka analyza TGA a diferencidlna termicka analyza DTA vzoriek

Termogravimetricka analyza vzoriek (Obr. 4) indikuje tri vyznamné termické efekty spojené s tibytkom
hmotnosti vzorky (zdznam TG). VSetky tri termické efekty su vyraznejSie v pripade vstupnej vzorky
v porovnani so vzorkou po Siestich mesiacoch biodegradacie. Prvy pik na zazname DTG so zaciatkom
termického efektu pri teplote 120 °C a s maximom pri 238 °C zodpoveda evaporacii prchavych zloziek,
tepelnej destrukceii karboxylovych zlaéenin a fenolyckych skupin.
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Obr. 4. Termickd analyza vstupnej vzorky (tenka krivka) a vzorky po biodegradacii.(hruba krivka).
Fig. 4. Thermal analysis of ,,as received* sample (thin line) and the sample after the 6-month biodegradation period (bold line).

Druhy termicky efekt so zaciatkom pri 335 °C a s maximom pri 420 °C je spojeny s oxidaciou

organického uhlika na CO, a vodu (horenie), cComu zodpoveda aj vyrazny exotermicky prejav na zazname
DTA. V teplotnom intervale tohto termického efektu sa nachadzaji body varu vacsiny PAU. Treti termicky
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efekt s maximom pri 770-780 °C pravdepodobne zodpoveda destrukcii anorganickych zloziek vzorky.
Zaujimavé vsak je, Ze aj pri tejto vysokej teplote je hmotnostny ubytok vzorky po biodegradacii o 34 % nizsi
v porovnani so vstupnou vzorkou, podobne ako v pripade prvych dvoch termickych efektov.

Analyza plynnych produktov v priebehu termického rozkladu vzoriek umoznila detailnejsi rozbor tychto
efektov. K pozorovanej tvorbe plynnych produktov s obsahom uhlika dochadza len v teplotnom intervale od
cca 100 °C do 720 °C. Teda s ibytkom organickej hmoty stvisia len prvé dva termické efekty. Treti termicky
efekt na obrazku 4 nezodpoveda organickému uhliku. Podl'a predbeznych vysledkov termickej analyzy obsah
organickej hmoty vo vstupnej vzorke bol priblizne 24 %, ¢o sved¢i o silnom znecisteni. Vo vzorke
po 6 mesacnej biodegradacii sa koncentracia organickej hmoty znizila priblizne o 34 %.

Zaver

Pre ochranu zdravia c¢loveka je potrebné minimalizovat obsah Skodlivin v Zivotnom prostredi.
Polycyklické aromatické uhl'ovodiky (PAU) patria v sucasnej dobe k najsledovanej$im skupinam rizikovych
latok. Vdaka rychlemu rozvoju chromatografickych a detekénych metdd mozno tieto organické zluceniny
v prostredi spol'ahlivo identifikovat’ a kvantifikovat’ v réznych matriciach. (Dercova, 2005).

Prezentovand praca podava dokaz na biodegradaciu PAU v poéde. Na rozklade aromatickych
uhl'ovodikov véitane vysokomolekulovych PAU (benzo[a]pyren) sa podielali autochtonne mikroorganizmy
pritomné vo vzorke znecistenej pody. Ked'Ze sa jednad o starti zataz, dlhodoba expozicia a selekény tlak
vysokych koncentracii kontaminanta indukovali formovanie adaptovanej autochtonnej mikroflory. PocCetna
biodiverzita mikroorganizmov vzhl'adom na morfologicku rozdielnost’ kolonii vykultivovanych z predmetne;j
vzorky zeminy je priaznivym zistenim vzhl'adom na moznost’ aplikacie biologickych postupov v procese
sanacie. Tento fakt podporuje aj znacnd respiracnd aktivita samotnej vzorky, aj napriek vysokym
koncentracidm PAU. Sledovand vzorka vykazovala pomerne vysoké rychlosti degradacie organického uhlika
namerané v laboratérnych podmienkach pri teplote 15 °C. Téato teplota je blizka teplotnym klimatickym
pomerom v priebehu roka s vynimkou zimnych mesiacov v pripovrchovych zonach. Pre priebeh degradacie
boli zabezpecené vhodné aerdbne podmienky, dostatocna vlhkost' prostredia a pritomnost nutrientov.
Pri rychlosti cca 5 mg C kg™ h™ (cca 120 mg C kg deir™) je mozné vyslovit’ orientaénii progndzu ohl'adne
doby potrebnej na sanaciu v zavislosti na koncentraciu kontaminantu v prostredi.

Biologicka degradacia ako sana¢na metoda je vzhl’adom na vysSie uvedené skuto¢nosti aplikovatelna
aj na zneCistenia PAU. ST'ubné vysledky boli dosiahnuté v pripade degradacie nizkomolekulovych, ako
aj refraktornejSich PAU s vy$Sou molekulovou hmotnostou. Je potrebné konstatovat, ze pri sanacii zloziek
zivotného prostredia znecistenych uholnym dechtom neboli biologické postupy doposial’ v praxi vel'mi ¢asto
aplikované. Biologicky sposob rozkladu PAU by mal predstavovat vhodnu alternativu technologiam
vyuzivajucim fyzikadlne postupy (termicky rozklad PAU) achemické postupy (aplikdcia surfaktantov
aoxidacnych ¢inidiel KMnO,, H,0,, O;, fentonova reakciu a dalSie) zhladiska ekologického
i ekonomického. Uspesnost’ aplikacie mikroorganizmov pri sanécii prostredia zneéisteného PAU vyzaduje
komplexné vedomosti o priebehu mikrobidlnej degradacie. Rezidudlne znelistenie polyaromatickymi
uhlovodikmi (X PAU 2 774 mg kg™) stanovené po 6 mesiacoch intenzivnej biodegradacie v laboratornych
podmienkach je stale vysoké vzhladom na pripustné limitné hodnoty pre jednotlivé PAU v pddach
s hraniénou hodnotou sumarnej koncentricie PAU pre kategoriu A (1 mg kg'), B (20 mg kg'),
C (200 mg kg™).

Pod’akovanie. Prdca bola realizovana s financ¢nou
podporou zo Statneho programu High Tech a nové
technoldgie pre oblast ziskavania a spracovania
nerudnych surovin. Reg. ¢. 676/2004-500-120.
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