Petr Soudek

t Fyto remediace V. Laboratof rostlinnych biotechnologii )
_g Spole€na laborator UEB AV CR, v.v.i. A VURV, v.v.i.

Akademie véd Ceské Republiky




PCBs

Herbicidy, pesticidy

Halogenova organicka rozpoustédla
TCE

PAH

Nitroaromaty, explosiva

Farmaceutika

>
(0]
O
@©
o©
(]
=
(]
P
o
4+
>
LL
1
4
[
©
-]
o
n
S
+
[
[l

Barviva
Retardanty horeni
Antikoncepce

Dioxiny
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Vzorec

C1oH 1o (xay) Clysy (X+y=1 aZ 10)

Xty

>

Pouzivaly se do transformatorovych a kondenzatorovych olejl, do barev, plastifikatort, ale tfeba
také na propisovaci papiry a do inkoustti

1984 zakazana jejich vyroba i v tehdejsim Ceskoslovensku

dodnes v transformatorech a kondenzatorech

vedlejsi produkty v fadé primyslovych vyrob (naptiklad v hutnictvi, pii1 spalovani odpadi, v
chemické vyrobé rtiznych sloucenin chloru anebo ve spalovacich motorech automobili pti
spalovani olovnatého benzinu atd.)

v prostiedi detekovany poprvé v roce 1966 spolecné s DDT

Toxicky charakter PCBSs (i ve velmi nizkych koncentracich) byl definitivné prokdzan az v 70.
letech minulého stoleti

Nyni se PCB do zZivotniho prostiedi dostavaji naptiklad v disledku poZari a Ginikli z uzavienych
systému (transformatori, kondenzatort a dalSich), z barev ¢i omitek s obsahem PCB, z GloZist

odpadti s obsahem PCB, spalovanim odpadt s obsahem PCB
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lipofilni povaha PCB napomaha tendenci akumulace v tukovych
loziscich, ¢imZ miize vstupovat do potravniho fetézce

prvni PCB degradujici bakterie-1973 Achromobacter- dnes izolace
enzymil, sekvenace genu-expresni vektory

primarni produkty u rostlin —hydroxychlorobiphenyly x kone¢ny produkt
aerobni bakterialni degradace PCB-kyseliny chlorbenzoové

zvySeni urovné exprese cytochromi P-450 a peroxidas
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6 Q OH

cl Cl OH
3,4-Dihydroxy-2,2',5,5-TCB

Figure 9-4 Metabolism of PCB 52 (2,2’,5,5 -tetrachlorobiphenyl) in plants. The shaded metabol
ites have been detected in cell cultures of various plant species, the others are known from animal

metabolism but are not detectable in the investigated cell cultures.




209 kongeneru

Ortho nesubstituované a mono-
ortho substituované kongenery
jsou koplanarni nebo semi-
koplanarni molekuly

Ortho nesubstituované kongenery
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shoot

Multi —ortho substituované kongenery




pesticidy napt. (TOCP (tri-o-cresylphosphat), DDT
(dichlorodiphenyltrichloroethan) a jejich metabolické produkty
pi1jima velké mnoZstvi zemédéElskych plodin

CLOVEK
1kg

VELKE RYBY
10 kg
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MALE DRAVE RYBY

BYLOZRAVE RYBY
1000 kg

) FLANKTON
0.04 10.000 kg

0,00005 Spolana Neratovice (DDT)
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Druh

Laskavec ohnuty
Laskavec Poweluv
Merlik bily

Merlik tuhy
Rdesno blesnik
Rdesno Cervivec
Turanka kanadska
StarCek obecny
Lipnice rocCni
Jezatka kuri noha
Bér zeleny

Bytel metlaty
Chenopodium pedumculare

Rok nalezu Herbicid

1985
1989
1986
1989
1987
1989
1987
1988
1988
1994
1994
1998
1998

triaziny

triaziny

triaziny, chloridazon, lenacil
triaziny, chloridazon, lenacil
triaziny, chloridazon, lenacil
triaziny, chloridazon, lenacil
triaziny, paraquat, diquat
triaziny, chloridazon, lenacil
triaziny

atrazine, simazine
atrazine, simazine
atrazine, sulfonylmocCoviny
atrazine
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Cl |
—rh"‘;: _ ::ff —»—»CO, + Cly hybrid ni to poly

FTN% T ®
L

Trichloroacetate

¢ rostliny obsahuji nespecifické alifatické dehalogenazy, které
jsou schopny degradovat trichlorethylen (TCE) a ptibuzna
chlorovana rozpoustédla

* In vitro topoly aktivné piijimaly TCE a degradovaly na
trichlorethanol nebo dichloracetat a nakonec CO,, za 10 dni
mineralizovano 10% TCE z media

¢ v Oregonu byly topoly pouzity pro snizeni migrace TCE
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Spolu s tetrachlorethylenem jako rozpoustedlo v chemickych Cistirnach

a ve strojirenstuvi.

Vice nez 80 % trichlorethylenu se pouziva pro odmastovani pary a pro
Cisténi kovovych dild.

Trichlorethylen se nachazi také v nékterych pfipravcich pro domacnost
a bézneé pouziti, napf. jako odstranovac barev, lepidel a skvrn.

Dalé se pouziva jako surovina pro syntézy v chemickém pramyslu.

V minulosti se pouzival jako vykufovaci pesticid pro obili a mél take

omezene pouziti jako anestetikum v mediciné a ve stomatologii.

Trichlorethylen muze unikat z prumyslovych provozu ve formé par a

odpadnich vod.
Likvidace produktd s obsahem trichlorethylenu jako jsou rozpoustédla a
natéry midze veést k jeho unikim v zavodech na jejich zpracovani a na

skladkach odpadu.
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Total Mass of CHC, moles

N oW oo D

o @ —

Duplicate cells planted Control cell

with trees with no trees
L F
ﬂ—_WT—“"h

Trichloroethylene

& CHC moles added
to the celis

@ CHC moles recovered
from the cells )

Cell planted Control cell
with trees with no trees

\ J
Y

Carbon tetrachloride

e



» predstavitele perzistentnich organickych polutanti (POPs)

» Mmaji vyraznou schopnost vazat se na pevnych sorbentech nebo ¢asticich
(prach) 1 v Zivych organismech

> naftalen, acenaftylen, acenaften, fluoren, fenantren, antracen, fluoranten,
pyren, benz(a)antracen, chrysen, benzo(b)fluoranten, benzo(k)fluoranten,
benzo(a)pyren, indeno(123cd)pyren, dibenz(ah)antracen, a
benzo(ghi)perylen
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» predevsim ze spalovani fosilnich paliv




» benzo(a) pyren - nejkarcinogeng;jsi, rostliny ho metabolizuji na chinony a
dalsi oxida¢ni derivaty- na procesu se podileji cytochromy P-450
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» fluorantén- jeden z nejrozsifenéjSich, mutagenni, rostliny ho téméert
nepiijimaji, absorbuje se pouze na povrch kotent

»  pyren- kostrava a proso -30% mineralizace



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/7/7c/NASA20050627a_PAH_molecules.jpg
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Speciesisman temdual PAH conient (% of conirol) Leadual PCB conlent
Acenapht.  Phenandy,  Archracens i % of coniral)

Dialar 10734

-c.

TomataTo

Sovbean'S (PC-10246)

Wheat W (PO 06008
BirdvEkZ2
MulberryMrl s
Barlev/Hv (PC- 1118}
NightshadeSNC.00)
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Primérny obsah polychlorovanych bifenyli (Delor 103) a polycyklickych aromatickych
uhlovodikd po 14 denni kultivaci in vitro kultur kmend riznych rostlinnych druht
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NO2

2,4,6-trinitrophenol
(picric acid, TNF)

2.4 6-trinitrotoluene
(tritol, TNT)

2. 4-dinitrotoluene
(DNT)

1,3,5-trinitro-|{| 1,3,5,7-tetranitro-
1,3,5-triazine|| 1,3,5,7-tetrazocine

(RDX)

(HMX)

glycerol
trinitrate
(GTN)

pentaerythritol
tetranitrate

(pentrit, PETN)
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»Vojenské prostory (Libava, Doupov, Boletice, Milotice, Ralsko-Mlada)
»Municni sklady

»Tovarny (Semtin, Vsetin, Vlasim, Policka)

»nejCastéji se vyskytujici - TNT, RDX, NG

>zpusobuje anémii
>poskozuje jaterni tkan
>drazdi pokozku

>zpusobuje Sedy zakal

> potencialni lidsky karcinogen

»ovliviiuje nervovy systém
>potencialni lidsky karcinogen

»azodilatacni ucinky




Petr Soudek - Fytoremediace V.

Pathway A

trinitrotoluene

(TNT)

CH,

2e +2H"
Noz
H20

"

H

nitroso-
dinitrotoluene
(NODNT)

hydroxylamino- amino-
dinitrotoluene dinitrotoluene
(HADNT) (ADNT]

TR

hydride-
Meisenheimer

complex

(H-TNT)

2e +2H

2e +2H" H20

diarylamine

dihydride-
Meisenheimer
complex
(2H-TNT)

O

NO, HADNT  NO;

NO;
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2e + 2H'
MO; NOz

2-NO DNT 2-HADNT

QaN

HH
~aH

H.O
4-NO DNT 4-HADNT >\<
UDP-G

2-HADNT C-glucoside
CHg CHs

0 oH
NHp UDP-G 0N NH%
- OH
7
%ﬁ HO a

- H.O .
NOg : MO

2-ADNT 2-ADNT glucoside

CHa CHa
MNCa

H.O
!' (s L1} Mo

UDP-G

4-HADNT C-glucoside

CHs

NO3

CH

HN
N o] OH
O/ OH

HO
4-HADNT O-glucoside
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WT

Trl

Srovnani tolerance k TNT mezi ,,wild-type* (WT)
a transgenni linii (Trl) s nitrat reduktasou. Deset
semen z kazdé linie bylo kultivovano v
pritomnosti (A) a bez pfitomnosti (B) 0.1 mM
TNT po 21 dnech.

Concentration of TNT (mM)

Time (h)

120 144 168

Deset dni staré semenacky rostouci asepticky byly
inkubovany v mediu obsahujicim 0.25 mM TNT po 7
dni. Koncentrace TNT v mediu vynesena proti ¢asu
inkubace v pfitomnosti ,wild-type“ (WT) nebo
transgennich (Trl) rostlin a bez pfitomnosti rostlin
(NP).




0XOPR - oxophytodienoat
reductasa linie

onr — pentaerythritol tetranitrat
reduktasa linie

WT — divoka forma

11 84 63
WT onr  6PR1 oxOPR2 oxOPR3

l

oxOPR1 o0xOPR2 o0xOPR3
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Fresh weight (g) ©

W 2o AL 0RO, O oW
~ 0O oo MW O ©




medium
8% nadzemni ¢ast

m/

80%

medium
8% extrahovatelné

35%

>
(0]
O
@©
o
(]
=
(]
S
o
4+
>
LL
1
=
[
©
-]
o
n
P
+
[
o

~— vazané

57%

¥C[ring] TNT
Senecio jacobeae L.




TNT 100mg/|
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inhibice (%)

»
o

N
o

40 60
koncentrace (mg.dm-3)

Dle normy ISO 7346 jako inhibice riistu primarniho korene klicicich rostlin
Sinapis alba

kontrola
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1,80

1,60 1

1,40 -

1,20 1

1,00 A

0,80 A

0,60 A

0,40 1

0,20 A

B Carex

® Juncus
Typha

® Phragmites

0,00 -

100




NAD(P)H NAD(P)

T

CH;——CH——CH, NO;’ CH; "H

NAID(P)H . R aves
N NO~ Glycerol ]_.}-dl.mtralc Glycerol 2-mononitrate
) (L200) (2-GMN)
NAD(P)H

NO;  NO; Toz

|

Q T T
l NAIXP)H

CH; CH CH,

Glycerol trinitrate
(GTN)
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NO, NAD(P)H NAD(P) TO"

T” T T Tn T“
CH;—CH——CH, NO, CHy——CH—CH,

Glycerol 1,3-dmnitrate Glycerol 1-mononitrate
(1,3-GDN) (1-GMN)




B 1,3 DNG

¢ TNG
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H
M

LMY T TN,
MEDINA
(1NO, + 2CH,0)
Anaerobic

NDAB
(2NO, + 1CH,0)
Aerobic
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25 mg/l

Hroot

® above-ground part

Cannabis sativa L. cv. Beniko

50 mg/l

Hroot

® above-ground part
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uvolnovana postupne (od 50. let)

zvysSeny zajem v poloviné 90. let

ruznorodé latky (ruzné vlastnosti)

tézko odhadnutelna toxicita

prokazany vliv na vodni organismy (stfevle, zaby)

* umerne prodeji IéCiv na daném uzemi

« Siroké koncentracni rozmezi (ng/l — mg/l)
« prakticky ve vSech slozkach (voda, puda)
« v CR zatim nedostatek prazkumd

* nalezeny pouze estrogeny v radu ng/l




Pharmaccutical

Industry
&=

HUMAN FePIot = -
: VETERINARY Resudual waters

+ 4 S |

=

A. , - -
m Excretion {{@/ ;:‘ ?} M E Aquaculture
e S

Domestic waste Hospital waste ' Poultry

nnimals

1 Companion Avestock

Sewage Treatment Plants l

\ MANURE

SLUDGE

Petr Soudek - Fytoremediace V.

\

Surface waters

Plant lLeaching

 ptake

‘.c.lt...cu
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Leédiva s nejveétsim objemem distribuce v poctu baleni
v roce 2007

Leciva latka Baleni
[mil]

paracetamol 15.38

elektrolyty parenteralni 10.94

ibuprofen 10.49

kyselina acetylsalicylova (antikoagulancia. 5.47

antitrombotika)

paracetamol. kombinace mimo psycholeptik <

kyselina acetylsalicylova (analgetika,

antipyretika)
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ambrc
xylometazolin
atorvastatin

metoprolol




ZAKLADNI INFORMACE O POUZITYCH LECIVECH
ucinna latka log K, rozpustnost [mg/mi] M. pocCet baleni (mil. ks)

_ diklofenak 0,7 2,43 312,15 3,91
>

@ ibuprofen 3,97 0,021 206,28 10,49

@©
3 paracetamol 0,46 14 151,16 15,38

z

S
T
3
O dikolfenak ibuprofen paracetamol
A

5 c )

o “‘vf[/”

NH HM
oH
o) oH
© Acetaminaphen

Chemical Formula: Cj3Hy g0




Acetaminophen-Glucuronid o a Acetaminophen-Glucoside

Acetaminophen J—K/
NH
NH \)J\ o OH
cH, CH,
n \)'L ° H'(il
Glucuranisation CH, Glucosidation OH
—————— —
-0 \,—V
[s]

OH

mammalians plants, fungi
]

CH, ;
Acalaminuphan-ﬁurralej’ gﬁ"&@

HM

Monooxygenases

———» Reaclion with proteins ans nucleic acids

mammalians

o]
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CH,
f ’
HN
o
HN %
[s]]
hH
(n]
\\‘(UH
o

Acetaminophen-Glutathione: mammalians, plants




EE——
biotic

NH
Cl i .Cl

Diclofenac 5-Hydroxydiclofenac
(5HD)
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—’
biotic and/or

abiotic Cli

p-Benzoquinone imine
of 5-hydroxydiclofenac
(5HDAQI)
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Degradace v mediu bez rostlin

c/c0 [%]

= DIKLOFENAK

IBUPROFEN =&~ ACETAMINOPHEN

120

100 4

©
o

[o2]
o

IS
(=)

20

T [days]

Ibuprofen

c/cO [%]

Lupinus albus

100 4

80 -

60

Hordeum vulgare == Armoracia rusticana

40

20

Diklofenak

 Galpharm 3

c/c0 [%)]

Hordeum vulgare
120

—&— Armoracia rusticana

Lupinus albus

100 &

80

60

| 2

40

20

T [days]

Acetaminofen

c/c0 [%]

Lupinus albus
100

Hordeum vulgare

=&~ Armoracia rusticana

80 — \
60

ol

20 \

4
T [days]




14C[ring] acetaminofen
Armoracia rusticana L.

‘A 92BIpPaWalolfH - ¥apnos 119d




Cl N=N OH
HO3S l l OH HaN
p
O
%S NO» SO3H NO,
(]
5 4-nitrochlorbenzen-6- 1-diazo-2-naftol-4- 4-nitro-2-aminofenol
= sulfonova kyselina sulfonova Kkyselina
L
3
§ NESIN > Naftalen sulfonové kyseliny jsou
9 dulezitymi prekurzory pro meziprodukty
o
o

OH
barev, smacedel a dispersant.
» Prvnim krokem biodegradace je vheseni
O5N kysliku proti dvojné vazbé nesouci

sulfonovou skupinu vedouci k jeji

=OsH eliminaci, které je katalyzovano
6-nitro-1-diazo-2-naftol-4- dioxygenasami.
sulfonova Kyselina » Degradace se ucastni také ligninasy a

peroxidasy.
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GV
0,7 -
0,6 -
0,5 -
04 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -
0,0

—e— 1-diazo-2-naphthol-6-nitro-4-sulphonic acid
2-chloro-5-nitrobenzene-sulphonic acid
1-diazo-2-naphthol-4-sulphonic acid

—— 2-amino-4-nitrophenol

—= ’“./ |

,—0——/’/’\‘\‘\‘

-0,1
-0,2

— e

T

10 15 3

time [days]

Strombocactus disciformis
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100 -

90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 4

-10

%

T 60

+ 50

1 40

+ 30

120

T+ 10

10

0 4 8

12 16 20 24 28 32 36 40

time [days]

-10

100 -

90 -

80 -

70 -

60 -

50 -

40

12 16 20 24 28 32 36 40
time [days]

1-diazo-2-naphthol-6-nitro-4-sulphonic acid

100 -
90 -
80
70

%

T 95

48,0

+ 6,5

i 5,0

T+ 3,5

12,0

+ 0,5

4 8

12 16 20 24 28 32 36 40

time [days]

-1,0

2-chloro-5-nitrobenzene-sulphonic acid

1-diazo-2-naphthol-4-sulphonic acid

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 1

%

T 16

- 114

e ﬁ\\ | :

12 16 20 24 28 32 36 40

time [days]

2-amino-4-nitro phenol




Bromované retardanty horeni jsou v ramci této skupiny nejvice
zastoupeny. Jsou velmi efektivni pri vyrobé plastu a textilii. Aplikuji se
jako prevence pozaru elektroniky, oble€eni a nabytku.
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§ Polymer Content [%] |Substances

é Polystyrenova péna 0,84 HBCD

%; Tvrzeny polystyren 11-15 DecaBDE, bromovany polystyren

i Epoxydové pryskyrice 0-0,1 TBBPA

% Polyamidy 13-16 DecaBDE, bromovany polystyren

g Polyolefiny 5-8 DecaBDE, propylen dibromo styren
Polyurethany n/a nejsou dostupné BRH
Polyterephthalaty 8-11 bromovany polystyren
Nenasycené polyestery |13-28 TBBPA
Polycarbonaty 4—-6 bromovany polystyren
Styrenové kopolymery |12-15 bromovany polystyren
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Debromace DBNPG a TBNPA
pomoci bakterialniho konsorcia.
Narust koncentrace bromu v obou
kulturach
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» Prirodni estrogeny, estron (El1) a estradiol (E2), a synteticky
estrogen ethinnylestradiol (EE2) vylu€éovany zenami v mog¢i a stolici
do odpadnich vod.

» Hormony odchazeji pres Cc¢istiCky odpadnich vod do zivotniho
prostredi.

> 'V prostredi zpusobuji endokrinni disrupci, ktera zahrnuje ovlivnéni
sexualniho vyvoje a reprodukce u rybi populace.

> Pramérné ostranéni estrogenu v aktivovaném kalu se pohybuje
okolo 78% pro estron, 91% pro estradiol a 76% pro ethinylestradiol.

>
(0]
O
@©
o
(]
=
(]
S
o
4+
>
LL
1
=
[
©
-]
o
n
P
+
[
o

Ethinylestradiol



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/8d/Ethinylestradiol-2D-skeletal.png
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/1d/Pilule_contraceptive.jpg

Jako dioxiny je souhrnné oznacovano 210 chemickych latek ze dvou
skupin - polychlorované dibenzo-p-dioxiny (PCDDs) a polychlorované
dibenzofurany (PCDFs).

Jako vedlejsi produkt pri vyrobé herbicidl, resp. jejich polotovari
jako  2,4,5-trichlorofenolu a  2(2,4,5-trichlorofenoxy)propionové
kyseliny.

Byl napriklad vyznamnou nezadouci primési postriku Agent Orange,
Dioxin také zamoril v 60. letech 20. stoleti areal podniku Spolana
Neratovice, ktery vyrabél a dodaval dioxinem kontaminovanou slozku
pro vyrobu Agent Orange.

Dioxin je prakticky nerozpustny ve vodé. Prijat potravou se hromadi v
tukovych tkanich zivocichti véetné ¢lovéka.
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/f5/Dioxin-2D-skeletal.svg

