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Vyuzitie bioremediacie pri ochrane Zivotného prostredia

vvr

Alena Luptakova' a Maria Prascakova

Exploitation of bior diation in the environment protection

Soils and waters contaminated with toxic metals pose a major environmental problem that needs an effective and affordable
technological solution. Many areas remain contaminated with no remediation in sight because it is too expensive to clean them up
with available technologies. Bioremediation may provide an economically viable solution for remediation of some of these sites.
The bioremediation is an application of the biological treatment to the cleanup of hazardous chemicals and is an example
of the environmental biotechnology.

The aim of this paper is to give a theoretical and practical view concerning the possibility of the bioremediation exploitation
in the environment protection. This paper includes some results of the bioremediation of the acid mine drainage by sulphate-reducing
bacteria.
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Uvod

Neustdle sa zvySujuca priemyselnd vyroba a intenzivne polnohospodarstvo su pri¢inou vysokej
koncentracie roznych latok v podach, vodach av ovzdusi, ktoré vo vicsine pripadov nemaju prirodny
charakter. St ,,cudzie” Zivotnému prostrediu a sposobuju tak jeho kontaminaciu. Vyrobné, ekologické
a ekonomické poziadavky posunuli do popredia zaujem o vyskum prirodnych procesov, umoznujicich bez
vacsich finanénych poziadaviek a d’alSej zataze pre prirodu odstranit’ kontaminanty. Ide o remediacné
technologie, vyuzivajice biologické postupy degradacie anorganickych a organickych latok,
tzv. bioremediacie. Podstatou bioremediacie je vyuZzitie metabolickej ¢innosti ,,zivych* mikroorganizmov pri
odstranovani kontaminantov zo zivotného prostredia. Nie je to novy koncept rieSenia environmentalnych
problémov. Pouzivanie mikroorganizmov pri spracovani mestského odpadu, najmid vod, je zname
uz z obdobia Rimskej riSe (Alexander, 1999). Bioremediacia zaznamenala najvacsi rozvoj za poslednych
30 rokov. Prispela k tomu aj najvicsia ekologicka havaria v dejinach, ktorou je havéaria tankera Exxon Valdez
v roku 1989 na Aljaske. Do vody vtedy uniklo 41 miliénov ton ropy. Z environmentalneho hl'adiska bolo
okrem inych fyzikalno-chemickych metod pre odstranenie ropnej Skvrny vhodné pouzit’ aj mikroorganizmy
(Ronald, 1995). Zaujmova oblast’ o pouZzivanie ,,prirodnych C¢istiCov* schopnych degradovat’ organické
polutanty, bola postupne rozsirena a v stiCasnej dobe rastie zaujem o aplikaciu bioremediacii pri eliminacii
latok aj anorganickej povahy. Laboratorny vyskum tak nasSiel praktické uplatnenie v mnohych technoldgiach
Upravy kontaminovanych pdd avod. Z hladiska realizacie je mozné bioremediaéné metddy rozdelit
do dvoch zakladnych skupin: in-situ a ex-situ bioremediacie (obr. 1).

Vyvoj bioremediacnych technologii zavisi od charakteru toxického materidlu, kvality a kvantity
mikroflory, Specifickych podmienok znecisteného prostredia, ekonomického pozadia a pod.. Bioremediacné
techniky mézu byt navzdjom vhodne kombinované. Cielom je vzdy vytvorit optimalne podmienky
pre metabolickl Cinnost’ autochtéonnych alebo exogénnych mikroorganizmov, ktorych prostrednictvom
dochadza k transformacii toxickych latok na ich menej toxické formy, ktor¢ moézu byt ekologicky
akceptovatelné formy. Pochopenie ekologie, fyziologie a evolucie degradujucich mikroorganizmov
je zékladnou podmienkou pre vyuzivanie biologickych postupov pre remediacii vod, pdd a sedimentov.

In-situ metddy st uskutoCfiované priamo na mieste znecistenia, iniciovanim rastu povodnej alebo
pridanej vhodnej mikrofléry. V porovnani s ex-situ metdodami si ekonomicky vyhodnejSie, pretoze
nevyzaduji néklady na vytazenie kontaminovanej pddy alebo odCerpanie zneCistenej vody. Aj naklady
na spracovanie vzniknutych odpadov si mensie, nakol'ko ich objem nie je velky. Zakladnym krokom in-situ
metdod je dodanie nutriCnych latok, kyslika a optimalizacia fyzikalnych achemickych parametrov
(napr. pridanie organickej hmoty, tprava hodndt pH, zvlhéenie a pod.) na stimuldciu a zvySenie intenzity
degradacie mikrobialnej populédcie. Kyslik moze byt dodany pumpovanim vzduchu tzv. biovzdusnenim
(bioventing). V niektorych pripadoch je vhodna bioaugmenticia, ¢o znamena pridavanie (inokulacia)
allochtonnych mikroorganizmov (laboratérne selektovanych), alebo autochtonnych mikroorganizmov
(povodné mikrobidlne konzorcium) pomnozenych v laboratéornom reaktore, do znecistenej pddy s cielom
zrychlit' a zvysit' efektivitu bioremediacného procesu. Vo vécsine pripadov je koncentracia autochtonnej
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mikrofléry na mieste zneCistenia dostatocnd pre kompletnil biodegradaciu. Okrem toho ak bola pdda
dlhodobo zneéistena, pdvodna mikroflora sa dokaze adaptovat’ na pritomnost’ daného kontaminantu
aje mozné predpokladat’ vyskyt mikrobidlnych druhov s degrada¢nou schopnostou. K nevyhodam in-situ
metod v porovnani s ex-situ metddami patria najmé ich pomaly priebeh a narocnost’ regulécie.
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Obr. 1. Bioremediacné metody.
Fig. 1. Bioremediation methods.

Ex-situ metody su realizované mimo miesta znecistenia. St rychlejsie, lepsSie kontrolovateI'né a moézu
byt pouzit¢ na upravu roznych typov kontaminovanych vod apdd. Avsak pred zaciatkom vlastnej
bioremediacie vyzaduji vytazenie pddy alebo odCerpanie vody anasledny transport na miesto
dekontaminacie. Tato skutocnost’, ako aj vytvorenie vhodnych reaktorov, vybudovanie nadrzi alebo bazénov,
praca manipulacnych zariadeni a pod., zvySuju finan¢né naklady ex-situ metod. Jednou zo zakladnych ex-situ
metdd je kompostovanie t.j. termofilny a diskontinualny proces zneSkodiiovania odpadov s vysokou
koncentraciou biodegradovateného organického uhlika. Vyzaduje pridavok organickej hmoty, dostupny
lahko vyuzite'ny zdroj uhlika a areaciu. Organicka hmota napr. drevené piliny alebo odrezky, slama a pod.,
pozitivne vplyvaju na porozitu a prevzdusnenie materialu a jej pridanie zavisi od koncentracie a zlozenia
pritomnych kontaminantov. Pridavok l'ahko vyuziteIného zdroja uhlika napr. melasy, zivo¢isného hnojiva
a pod., zvySuje mikrobidlnu aktivitu, teplotu akometabolickli degradaciu. Su zndme tri druhy
kompostovania: kompostovanie v hromadach, statické alebo prevzdusiiované hromady a kompostovanie
v nadobach. Kompostovanie v hromadach predstavuje otvoreny systém, v ktorom je kompost rozlozeny
v podlhovastych hromadach a mechanicky je preoravany kvoli aeracii. Statické alebo prevzdusnované
hromady st otvorenym systémom, v ktorom je aeracia dosahovanad umelym prevzdusiiovacim distribu¢nym
systémom. Kompostovanie v nadobach je prepracovana inzinierska metdda, ktora predstavuje uzatvoreny
reaktorovy systém. Druhou zékladnou bioremediacnou metddou je tvorba tzv. podnych hromad.
Je to diskontinualny proces, vktorom je vytazenda poda premieSavand so zivinami a nasledne
prevzdusiovana umelym aeranym systémom. Je vhodnd pre zneSkodnovanie zvlast prchavych
kontaminantov. Tretou zakladnou bioremediacnou metéodou je obrabanie pody (angl. landfarming).
Ide modifikaciu fyzikalnych, chemickych a biologickych podnych parametrov s cielom rozlozit’ odpad.
MozZe byt realizovana in-situ a to manipulaciou s podou pomocou klasickych pol'nohospodarskych operacii
(preoravanie, zavlaZzovanie a pridavok zivin), konstrukciou nepriepustnej bariéry okolo lokality, ipravou
sklonu svahu a pod., alebo ex-situ, teda vyt'azenim kontaminovanej pddy a jej dekontaminaciou v uzavretych
priestoroch.

Bioremedidcia je ekonomickou a ekologickou alternativou konvenénych fyzikalno-chemickych
procesov eliminacie kontaminantov z pdd, vod a sedimentov. Vyuziva geneticku diverzitu a metabolicku
mnohostrannost’ mikroorganizmov na transformaciu kontaminantov na menej Skodlivé alebo neskodné latky,
integrovatelné do prirodzenych biogeochemickych cyklov. Napriek tomu, Ze bioremediacia predstavuje
vhodny variant eliminacie kontaminantov Zivotného prostredia, a to predovsetkym v kombindcii s inymi
technologiami, st faktory, ktoré jej efektivnost atspesnost znizuji. K limitujucim faktorom
bioremediaénych metéd patri napr. mutacia mikroorganizmov, vyCerpanie preferencnych substratov,
inhibi¢né vplyvy, rozpustnost' kontaminantov, dostupnost’ elektronovych akceptorov, sorpéna rovnovaha
a pod. (Klein, 2000).

Bioremediacia je velmi aktualna aj pri rieSeni negativnych vplyvov starych banskych zatazi, najma
¢o sa tyka upravy kyslych banskych vod (Acid Mine Drainage — AMD). V podstate ide o riadené
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zintenzivnenie biogeochemickych cyklov kovov a metaloidov, bezne prebiehajicich v prirodnych vodach
pod vplyvom mikroorganizmov, ktoré sa na zaklade svojich zakladnych metabolickych procesov podielaju
na solubilizacii a imobilzacii prvkov v AMD (Gadd, 2000). Imobilizacia kovov a metaloidov pod vplyvom
mikroorganizmov modze byt vysledkom biosorpcie, bioakumulécie (intracelularnej alebo extracelularnej),
volatizacie alebo extracelularnej precipitacie. Vhodnym kandidatom bioremediacie AMD je vyuzitie siran-
redukujacich baktérii (SRB). Zakladnym metabolickym procesom SRB je anaerobna redukcia siranov
za vzniku sulfanu, ktory vo vodnom prostredi 'ahko reaguje s kationmi kovov za vzniku malo rozpustnych
sulfidov (Kontopoulos, 1998). Takto su kovy prevedené z mobilnej formy do imobilnej formy. K vyhodam
bakteridlnej redukcie siranov, vzhladom na tradicnli, doposial najviac pouzivani metédu upravy
AMD - neutralizéaciu, patri moznost’ selektivnej precipitacie kovov, vznik omnoho mensieho objemu kalov,
produkcia elementarnej siry a simultdnna eliminacia kovov a siranov.

Pre upravu AMD pomocou SRB bolo v zahrani¢i vyvinutych niekol'ko postupov, ktoré su navzijom
rozdielne v zavislosti od prirodnych, technickych, finanénych a inych faktorov. Na Slovensku je aplikacia
tejto metddy pri aprave AMD na trovni zakladného vyskumu a prakticky vsetky doteraz publikované
vysledky v tejto oblasti, boli vypracované vyskumnym timom (Luptakova akol., 2002). Doposial’ bola
Studovana bioremedacia modelovych roztokov a realnych roztokov (AMD z lokality Smolnik) s obsahom
tazkych kovov (Cu a Zn) pomocou SRB rodov Desulfovibrio a Desulfotomaculum.

Material a metody

Experimentalne prace eliminacie Cu z modelovych roztokov a z AMD vytekajicej zo starej banskej
zétaze Smolnik zo Sachty Pech, boli uskutociiované ex-situ pri diskontinudlnych a kontinualnych
podmienkach.

Diskontinualne podmienky boli realizované v batch-reaktore, po dobu 10 dni v anaerébnych
podmienkach (inertny plyn — dusik) pri teplote 30 °C, pod vplyvom baktérii rodov Desulfovibrio
a Desulfotomaculum, vyizolovanych z prirodnej mineralnej vody Gajdovka (SRB-Gj). Ako zivné médium
bola pouzita selektivna zivna pdda pre siran-redukujiice baktérie DSM-63, pri hodnotach pH 7,5. Zdrojom
Cu s potiatoénou koncentraciou 10 mg.I", bol v pripade modelového roztoku CuSO,4.5H,0. V pripade
eliminacie Cu z uvedenej AMD bola jej koncentracia 2,98 mg.I"". Pozitivny priebeh procesu indikoval vznik
¢ierno-hnedych precipitatov t.j. sulfidov Zeleza a medi na dne reaktora.

Kontinualna precipitacia Cu so SRB-Gj prebichala v troch po sebe nadvizujucich etapach v dvoch
navzajom prepojenych reaktoroch:

1. etapa — mikrobidlna produkcia H,S, tj. kultivacia SRB - bola uskutocnend za anaerébnych podmienok
v diskontinudlnom a hermeticky uzavretom reaktore, pri teplote 30 °C, pH 7,5, staticky a pri pouZiti
kvapalného selektivneho zivného média pre rast SRB (Postgate’s C médium),

2. etapa — precipitacia Cu®" bakteridlne vyprodukovanym H,S - nasledovala po 48 hodinach od zagiatku
kultivacie SRB. Prebiehala kontinudlym privadzanim plynnej fizy (pomocou prudu inertného plynu -
N,) z prvého reaktora do druhého reaktora naplneného modelovym roztokom s obsahom Cu (10 mg.1™)
resp. AMD s obsahom Cu 2,98 mg.l"l,

3. etapa — separacia precipitatov — bola realizovana filtraciou pri pouziti membranovych filtrov.

V praci boli pouzité nasledujice analytické metody:

e koncentracia Cu bola stanovovana atdmovou absorpcnou spektroskopiou (Spektrometer AA — 30,
Varian);

e  koncentracia siranov v priebehu kultivacie SRB t.j. siran-redukcie, bola sledovana nefelometricky
(APHA, 1989) vo forme koloidného BaSO,, na pristroji Spektromom 195 pri vinovej dizke 420 nm,

e vznik a pritomnost’ sulfinu bola stanovovana orienta¢nou skuskou, ktorej podstatou je reakcia Cu*
katiénov so sulfanom v kyslom prostredi, pricom vzniklo hnedé zafarbenie (vznik CuS), ktorého
intenzita je imerna mnozstvu sulfanu,

e meranie pH bolo realizované kombinovanou sklenenou elektrodou so zabudovanou (Ag/AgCl)
referencnou elektrodou, ktora bola pripojend k digitalnemu pH-metru GPRT 144AGL,

e  kvalitativne chemické zlozenie vytvorenych precipitaitov Cu bolo hodnotené bodovou energiovo-
disperznou analyzou (EDS) a pevné vzorky boli pred EDS analyzou pokovované s Au.

Vysledky a diskusia
Obrazky 2 — 7 dokumentuji dosiahnuté vysledky precipitacie Cu z modelovych roztokov a z AMD

vytekajucej zo starej banskej zataze Smolnik zo Sachty Pech pomocou SRB, ktor¢ boli realizované ex-situ pri
diskontinualnych a kontinualnych podmienok.
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Obr. 2. Precipitacia Cu bakteridlne vyprodukovanym sulfanom
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Fig. 2. Precipitation of Cu by bacterially produced hydrogen sulphide
from the model solution, (discontinuous conditions). SRB — bacteria of

genera Desulfovibrio, K — abiotic control.
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Fig. 4. Precipitation of Cu by bacterially produced hydrogen sulphide
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Obr. 3. Precipitacia Cu bakteridlne vyprodukovanym sulfanom
z AMD zo Sachty Pech (lokalita Somolnik), (diskontinudlne
podmienky). SRB — baktérie rodu Desulfovibrio, K — abioticka
kontrola.

Fig. 3. Precipitation of Cu by the bacterially produced hydrogen
sulphide from AMD of shaft Pech (the locality Smolnik),
(discontinuous conditions). SRB — bacteria of genera
Desulfovibrio, K — abiotic control.
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Obr. 5. Precipitacia Cu bakteridlne vyprodukovanym sulfanom
z AMD zo Sachty Pech (lokalita Smolnik) pri roznych hodnotach
pH (kontinudalne podmienky).

Fig. 5. Precipitation of Cu by bacterially produced hydrogen
sulphide from AMD of shaft Pech (the locality Smolnik) at
different pHs (continuous conditions).

Efektivnost precipitacie Cu bola pri pouziti, ako modelového roztoku, tak aj redlnej AMD za obidvoch
podmienok realizacie vysoka (98 — 99 %), no v pripade kontinualnych podmienok bola v porovnani
s diskontinualnymi podmienkami dosiahnutad za podstatne kratSiu dobu (4, resp. 6 hodin). Okrem toho
porovnanie obrazkov 6 a 7, t.j. kvalitativneho zloZenia vytvorenych precipitatov, vznikajtcich pri posobeni
bakterialne vyprodukovaného sulfanu na kovy pritomné v AMD dokumentuje vyhodu kontinudlnych

podmienok zpohladu moznosti selektivnej precipitacie sulfidov Cu (obr.

7.), pretoze v pripade

diskontinualnych podmienok vytvorené precipitaty obsahovali okrem sulfidov Cu a aj sulfidy Fe (obr. 6.).
Prezentované vysledky potvrdzuju vyssiu rychlost a efektivnost’ procesu pri kontinualnych podmienkach.
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Obr. 6. Kvalitativna EDS analyza precipitatov vznikajucich pri Obr. 7. Kvalitativna EDS analyza precipitatov vznikajucich pri
precipitacii Cu z AMD zo Sachty Pech (lokalita Smolnik) precipitacii Cu z AMD zo Sachty Pech (lokalita Smolnik)
s bakteridlne vyprodukovanym sulfanom (diskontinudlne s bakteridlne vyprodukovanym sulfanom (kontinudlne podmienky).
podmienky). Fig. 7. EDS qualitative analysis of precipitates originating at
Fig. 6. EDS qualitative analysis of precipitates originating at the precipitation of Cu from AMD of shaft Pech (the locality
the precipitation of Cu from AMD of shaft Pech (the locality Smolnik) by biologically produced hydrogen sulphide (continuous
Smolnik) by biologically produced hydrogen sulphide conditions).

(discontinuous conditions).
Zaver

Prezentované vysledky potvrdzuji vysSiu rychlost a efektivnost procesu pri kontinualnych
podmienkach, ako aj moznost’ selektivnej precipitacie kovov.

V stcasnosti sa zaoberame vplyvom AMD vytekajucich zo zatopeného loziska Smolnik na okolity
biotop, pomocou modelovania ich geochemického vyvoja (Slesarova, 2005), ako aj navrhom in-situ
experimentov ich Gpravy.

Z dosiahnutych vysledkov je zrejmé, Ze zatopené lozisko v dosledku pdsobenia exogénnych,
endogénnych a v znacnej miere biogénnych faktorov nie je prvkovo stabilné a v urCitom $tadiu sa moze
prejavit’ ako spontanny biogeoreaktor a negativne ovplyvnit’ okolité zivotné prostredie.
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