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Nazev prihlasky vynalezu:
Systémy a zplisoby biodegradace

Anotace:

Vynalez se tyka aerobni reakce sloucenin,
jako jsou aromatické, nitroaromatické, halo-
genaromatické, halogennitroaromatické, ali-
fatické a halogenalifatické slouceniny, s
mikroorganismy které jsou {lenem skupiny
zahrnujici mikroorganismy, které maji depo-
zitni ¢islo ATCC 55644, 55648, 55645,
55641, 55647,55642, 55643, 55646, 55649,
55722, 55723,55724, 55725,55726 a 55727.
Vyhodné se vynalez tyka aerobni degradace
organickych sloudenin ve fluidni nebo pevné
fazi tak, Ze slouceniny jsou biologicky Cistény
na produkty zahrnujici oxid uhli¢ity a vodu.




o

O

PV AL -

1
P
!
eede
oo
eese
aeee
.
cece
L]
L

01-1022~97Ce

Systémy a zplUsoby biodegradace

Oblast techniky

Vynédlez se tyka aerobni degradace sloufenin, jako jsou
aromatické, nitroaromatické, halogenaromatické,
halogennitroaromatické, alifatické a halqgenované
alifatické slouleniny. Tyto slouleniny jsbu aercbné
rozkladény novymi mikroorganismy na produkty zahrnujici
oxid uhli&ity a vodu za pouZiti riznych metod.
Mikroorganismy Jjsou také schopny biologicky aerobné
prelistit kompozice obsahujici tyto sloufeniny. Navic jsou
mikroorganismy, které jsou zde popsany, schopny
biologického aerobniho odbouréni nitro- a halogen-
substituovanych aromatickych sloudenin na produkty
zahrnujici oxid uhli¢ity a vodu bez produkce toxickych

meziproduktld nebo vedlej$ich produktl.

Tento vyndlez se d&le tykéd systémll v kapalné fazi a
metod aerobni reakce sloucCenin, jako jsou aromatické,
nitroaromatické, halogenaromatické, halogennitroaromatické,
alifatické a halogenalifatické slouceniny. Ve vyhodnych
provedenich jsou elastomerni pevné léatky nebo kaly
obsahujici takové slouleniny jsou prevedeny na fluidni
kompozice vhodné pro aerobni reakci. V urditych provedenich
fluidni kompozice zahrnuji suspenze pro biologické ¢igténi
odpadnich latek obsahujicich organické slouleniny nebo
jejich smési.

Tento vynadlez se dale tykéd systémi v pevné fazi a
zplsobl aerobni degradace slougenin, jako jsou aromatické,

nitroaromatické, halogenaromatické, halogennitroaromatické,




alifatické a halogenalifatické slouleniny v pevnych
ladtkéach, kalech nebo pldéach.

Tento vyndlez se navic tykéd dvoukrokového zplisobu
biologického &isténi odpadnich latek obsahujicich alespoii
jednu slouleninu vybranou ze silné halogenovanych
organickych sloulenin, napfiklad polychlorovanych bifenyli,
polybromovanych bifenyld atd., silné nitrovanych sloudlenin,
jako je trinitrotoluen atd., a silné nitrovanych a
zesitovanych polymernich sloudenin, napfiklad nitroceluldzy
atd. Podle tohoto provedeni je odpadni latka nejprve
smiSena s reakénim &inidlem schopnym alespoil Castelné
degradovat uvedené slouCeniny v odpadnim materidlu a poté
uvedena do kontaktu s novymi mikroorganismy, které aerobné
odbouraji jakoukoli aromatickou, substituovanou aromatickou
nebo alifatickou sloudeninu pfitomnou ve zpracovivaném

odpadnim materidlu.

Tento vynadlez se dale tykad systémid pro biologické
¢isténi plynll, aerosolld a tekutin obsahujicich kapaliny za
pouZiti novym mikroorganismi imobilizovanych na pevném

nosici.

Dosavadni stav techniky

PouZiti mikroorganisml ke zpracovani odpadd nebo
odpady obsahujicich materidld je dobfe doloZené. V Gnoru
1990 na sympdziu, které predchiazelo akci "EPA - Industry
Meeting on Environmental Applicaticons of Biotechnology",
EPA konstatovala, Ze biotechnologie byly Uspé&3né pouZity
pro zpracovani pud a kall z rlznych mist, které obsahovaly
kontaminanty z mnoha a rlznych zdrojd. Ekonomické a
ekologické zretele naznaCuiji, Ze biologické technologie

zpracovani nabizeji znalny potencial pro ¢isténi a




zpracovani odpadl a odpady obsahujicich materidld. PouZiti
technologii odstrafiovdni odpadl, jako je spalovani nebo
chemickd fixace a zapouzdfovani, md za nasledek kromé
nakladd spojenych s manipulaci a pfepravou té&chto materidli
na misto zpracovani, také vysoké kapitélové néklady. Metody
biologického odbourdvani vyZaduji niZ&i ndklady v porovnéni
s jinymi metodami, protoZe se provadi na misté a pouZivaii
méné& sloZité zafizeni. Navic mohou byt provéddény kombinaci
nadzemniho a in situ zpracovani pri komplexnim pXistupu ke

zpracovani.

Pfiklady mikrobidlniho rozkladu nebo zpracovéani
slouCenin jsou dobre znamé ze stavu techniky. Napfiklad
patenty Spojenych stétd americkych ¢islo 4 843 007 a 4 876
201 popisuji aerobni zpracovani polychlorovanych bifenyld
(PCB) a acetofenoni pomoci rodu Alcaligenes, av3ak neni
popsédno Sté&peni aromatickych kruhtl, coZ naznaluje, Ze
slouCeniny nebyly degradovéany na uUrovenl mineralizace. Navic
patentové spisy US 5 009 999 a 4 876 201 popisuji podobné
aerobni zpracovédni PCB pomoci rodu Pseudomonas, také bez
dokladl o Stépeni kruhu. Pat. spis US 4 493 895 popisuje
aerobni zpracovédni halogenovanych organickych sloulenin
pomoci Pseudomonas cepacia, pricemZ pat. spis US 5 100 800
popisuje zpracovani stejnych sloudenin pomoci Pseudomonas
putida, kmene UNK-1,

U halogenalifatickych slouenin, jako je
trichlorethylen nebo dimethylamoniumchlorid, byla jiZ také
popséna aerobni degradaée. Konkrétni pfiklady se nachézi v
pat. spisech US 4 713 343 (trichlorethylen), 4 492 756
(dimethylamoniumchlorid) a 5 079 166 (trichlorethylen).

Funk a kol. v Appl. Environ. Microbiol. 59:7, str.
2171-2177 (1993) popisuje dvoukrokovy in situ zplsob




zpracovani pid kontaminovanych 2,4, 6-trinitrotoluenem,
hexahydro-1,3, 5-trinitro-1,3,5~-triazinem a oktahydro-
1,3,5,7-tetranitro-1, 3,5, 7-tetraazocinem. Pida je nejprve
za Ulelem podpofeni bakteridlni aktivity zaplavena vodnym
pufrem a Skrobem. Aerobni heterotrofni organismy v pidé
nebo pfidané jako inokulum rychle odstrani z pidy kyslik,
&imZ se vytvofi anaerobni podminky. Za anaerobnich podminek
jsou kontaminujici slouCeniny Céstelné& degradovany
mikroorganismy. Nebyly v3ak degradovény na oxid uhliéity a
vodu, protoZe byly redukovany pouze substituované

nitroskupiny a aromaticky kruh nebyl Ztépen.

_ Venkataramani a Ahlert v J. WPCF, 56:11, str. 1178 =~
1184 (1984) popisuji pouZiti pfizpusobenych bakterii z
Cistiren odpadnich vod k aerobni degradaci kontaminant@ u
vyluhu z primyslovych zavéZek.

PrevaZnad Cast publikované literatury tvkajici se
biologického odbourdvéani je zamé&rena na odbourivani
jednoduchych Cistych chemikdlii &istymi kulturami a ne
odbouravéani komplexnich smé&si organickych kontaminantid |
smésnymi kulturami nebo mikrobi&lnimi spolelenstvimi. Mnoho
praci pojednavajicich o &istych chemikdliich bylo také
provedeno v koncentracich, které jsou fadové niZsSi, neiZ
koncentrace, které jsou b&Zné dosahovany u primyslovych
odpadl. Napfiklad Speitel a kol. (Environ. Sci. Technol.
23: 68 ~ 74, 1989) zkoumal odbourdvani fenoll (napfiklad
p-nitrofenolu, 2,4-dinitrofenolu a pentachlorfenolu) za
pouZiti Cistych chemikdlii pfi velmi nizkych koncentracich,
to je 1 aZ 100 ppb. Podobné Arcangeli a Arvin, 1992, Appl.
Microbiol. Biotechnol. 37: 510 - 517, pouZili ve svém

bioreaktoru velmi nizké koncentrace toluenu, to je 1 ppm aZ

& ppmn.




V F¥izenych studiich mikrokosmu ukézal Heitkamp a kol.
(1987, Appl. Environ. Microbiol. 53: 129 -~ 136), Ze
naftalen, pokud je pfidén do vybraného mikrokosmu pldy na
urovnich koncentrace mensich neZ 1 ppm, miZe byt u¢inné

mineralizovan b&hem 17 aZ 31 dna.

Ma se obecné za to, Ze odbourédvani aromatickych latek
substituovanych methylovymi skupinami v pfirod& se dé&je
cestou meta-Stépeni. Aviak odbourdvani halogenovanych
organickych latek, jako je napfiklad chlorbenzoét, probihé
nejlépe cestou ortho-3té&peni. Knockmuss, (Taeger a kol.,
1988, RAppl. Microbiol. Biotechnol. 28: 603 - 608; Romanov a
kol. 1993, Microbiology 62: 887 - 896) a Pierce (Pierce a
kol. 1983, Dev. Ind. Microbiol. 24: 499 - 507; Pierce a
kol., 1984, Dev. Ind. Microbiol. 25: 597 - 602), ukézali,
Ze lze ziskat mikroorganismy, které jsou schopny odbourévat
jak methyl-, tak chlor- aromatické latky prostfednictvim
ortho-cesty. Podobné& Oltmanns a kol., 1988, Appl.
Microbiol. Biotechnol. 28: 609 ~ 616) ukazal, Ze lze
zkonstruovat bakterie pfirodniho plvodu, které jsou schbpné
odbouravat 1,4-dichlorbenzen modifikovanou ortho-cestou,

kterd se nevyskytuje u kmenl divokého typu.

Boronin a spolupracovnici (Boronin a kol., 1993, FEMS
Microbiol. Letters. 113: 303 - 308) ukézali pri p¥ipravé
riznych naftalenovych plazmidovych konstruktd v P. putida,
Ze pokud je naftalen jediny zdroj uhliku a energie,
nejvyssi specifickd rychlost rlstu je pozorovana s metha-

cestou » ortho-cestou > gentisdtovou cestou.

Rozklad sm&snych organickych substratlh a zv1asté smési
substituovanych aromatickych latek zvySuje vyznamné
biochemickou komplexnost degradace a regulovatelnost a

fyziologickou kontrolu téchto degradativnich procest.




KliCovyn faktorem p¥i degradaci smésnych organickych
substratl, zvl4asté tam, kde jsou cesty indukovatelné, je
to, jak jsou kultury na podatku kultivovany (a tak

indukovany) .

Hollander a kol. 1994, Appl. Environ. Microbiol. 60:
2330 - 2338) pozoroval, Ze Commamonas testosteroni (df¥ive
klasifikovand jako Pseudomonas testosteroni) rozklada
4-chlorfenol a 4-methylfenol postupné a ne soulasné

(simultanné). Tato degradace probih& metha-cestou.

AvSak tam, kde bylo dodavéano vice organickych
sloulenin, které byly degradovany pouze metha-cestou,
degradace byla simultanni. Diky pocatelni indukci metha-
cesty, degradace sloucenin, kterd& probihd ortho-cestou,
poZaduje dal3i dobu zpracovédni, protoZe se musi indukovat
vhodné enzymy k dosaZeni odpovidajici drovné degradace
téchto sloudenin. V téchto pripadech tento poZadavek na
prodlouZeni doby zpracovani mad pfimy negativni vliv na

ekonomiku zpracovani.

V posledni dobé& Grifoll a kol., 1994, Appl. Environ.
Microbiol. 60: 2438 - 2449) izoloval Pseudomonas sp. (kmen
F274), ktery je schopen metabolizovat fluoren a kdyZ je
kultivovan v pfitomnosti p-hydroxybenzodtu, Jtépi
p-hydroxybenzodt ortho-cestou. Tento kmen neni v3ak

schopen utilizovat toluen, naftalen nebo benzen.

Stejnd situace byla pozorovéna (Pettigrew a kol.,
1991, Appl. Environ. Microbiol. 57: 157 - 162) u degradace
chlorbenzenu a toluenu pomoci kmene Pseudomonas, kde, dokud
nebyla metha-cesta potlalena/modifikovéna, nebyla moZna
simultanni degradace'organickYCh létek metabolizovanych

metha-cestou a ortho-cestou.




Viliesid a Lilly, 1992, Enz. Microb., Technol. 14: 561
~ 565 ukézali, Ze bazdlni nebo indukované koncentrace
katechol-1,2-dioxygendzy (kli&ového enzymu ortho~cesty)
jsou pfimo ovlivilovédny tlakem rozpudténého kysliku. Podle
jejich pozorovéni bylo k udrZeni aktivni degradace ortho-
cestou nezbytné, aby tlak kysliku byl nad 4 % saturace (pfi

iniciaci degradace).

V pozd&jsi literatufe jsou uvedeny pripady, kde vy33i
koncentrace (1000 ppm) fenolu {(Brown a kol., 1993, Critical
Review and Case Study on Biotechnology for Pollution
Prevention, United States EPA; Hinteragger a kol., 1992)
nebo xylenu (Wolfram a kol., 1990, NTIS Report &. EGG-m-
90407, str. 17) ve vodnych roztocich byly uspésné
rozkléadéany.

Je v3ak treba vénovat pozornost rozli¥eni mezi
primdrnim metabolismem a kometabolismem nebo ,resting cell
metabolism™ (zbytkovym bunélnym metabolismem). Viz
napf¥iklad Spain a Gibson (1988, Appl. Environ. Microbiol.
54: 1399 - 1404), kteri uvadéji zbytkovy bunélny
metabolismus nitrofenoll u bunék kultivovanych s tgluenem;
a Taylor a Amador, (1988, Appl. Environ. Microbiol. 54:
2342 - 2344), kteri ukazuji zbytkovy buné&fny metabolismus

pyridinu u buné&k kultivovanych s ftalétem.

Podle definice heterotrofni baktérie vyuZivaji rhzné
formy organického uhliku jako zdroje uhliku a energie.
Kromé& zdrojl uhliku, vyZaduji heterotrofni bakterie k rlstu
také dusik a fosfor. Ke splnéni téchto poZadavki se
nejbéznéji dodavaiji anorganické formy dusiku nebo fosforu,
ackoli pouZiti organického dusiku ve form& aminokyselin
(aminového dusiku) bylo dfive také pouZivano. Naproti

tomu literatura dokumentuje splnéni poZadavkl na dusik:




pouZitim uvhlovodikl, které obsahuji dusik, napfiklad
heterocykld nebo nitrofenolu nebo pouZiti organickych
sloudenin fosforu, napfiklad fosfornanl,, jako méné&
poufivané (Wackett a kol., 1987, J. Bacteriol 169: 710 -
717; Schowanek a Verstraete, 1990, Appl. Environ.
Microbiol. 56: 895 - 903. Degradace glyfosatu v pfirodé je
provédd&na bakteriemi, které utilizuji nejen organicky uhlik
tohoto pesticidu pro rlst a energii, ale také utilizuji
organicky fosfor glyfosatu jako zdroj fosforu. Degradace
glyfosatu v pfirodé je ve skutecCnosti potladovéana, pokud

jsou pritomny vhodnéjsi formy anorganického fosforu.

I kdyZ existuje znalny zdjem na pouZiti kometabolické
aktivity k degradaci ur&itych organickych odpadl, jako je
TCE, pouZiti kometabolickych procesli ke zpracovani smésnych
odpad je ponékud neudinné, a tak v konedném disledku vice
nadkladné., Klecka a Maier, 1988, Biotechnol., Bioeng. 31: 328
-~ 335, ukézali, Ze pokud jsou degradovatelné ale
neutilizovatelné zdroje uhliku pridany ke smésné populaci
bakterii degradujicich pentachlorfenol, rychlost degradéce
pentachlorfenolu se sniZuje. KdyZ jsou vak pfidany
utilizovatelné formy uhlovodiku do smési, celkovd rychlost
¢idténi roste. Tento rist probihd diky nartistu biomasy,
kterd ma za nasledek celkové zlepSeni degradace.

Aerobni degradace vybranych aromatickych latek a
polyaromatickych uhlovodikl (PAHS) je dobfe zdokumentovana.
AvSak podle znalosti pflivodclh tohoto vyndlezu, aerobni
degradace sloucCenin pfitomnych v elastomernich nebo
dehtovitych kompozicich dosud nebyla popséna. Za podminek
anaercobni respirace (to znamend redukce
dusicnan/denitrifikace) oxidativni degradace té&chto

vybranych chemikdlii byla popséna za pouZiti dusiénant jako




termindlnich akceptorli elektronli (Bossert a Young, 1986,
Appl. Environ. Microbiol. 52: 1117 - 1122; Bouwer a Mc
Carty, 1983, Appl. Environ. Microbiol., 45: 1295 - 1299.
Av3ak degradace élouéenin, jako je naftalen, neni za
nitratové respirace rychléd. Mihelcic a Luthy, 1988, Appl.
Environ. Microbiol. 54: 1188 - 1198 dokdzali, Ze je potfeba
k degradaci naftalenu p¥i koncentraci 1 ppm za
denitrifikadnich podminek pfibliZné 63 dni.

Fries a kol. 1994, Appl. Environ. Microbiol., 60: 2802
- 2810, obecné uddvaji, Ze biologickd degradace benzenu,
toluenu, ethylbenzenu a xylenu za aerobnich podminek je
dobfe znamé, ackoliv dostupnost kysliku se diky své nizké
rozpustnosti ve vodé a diky malé rychlosti transportu
v pldadch a usazenindch Casto stévé prvkem limitujicim
rychlost. Fries popisuje anaerobni respiraci toluenu
mikroorganismy izolovanymi z pfirody za pouZiti < 0,5 ppm
toluenu. Mikroorganismy mohou rist na 25 ppm toluenu a
mohou byt zadsobovadny 50 ppm toluenu. Nebyly uvedeny Zadné
dlikazy, Ze tyto mikroorganismy mohou degradovat jakékoli

vy881i koncentrace toluenu.

Ortega-Calvo a Alexander, 1994, Appl. Environ.
Microbiol. 60: 2643 - 2646, uvaZovali, Ze dvé fyziologicky
rozdilné populace, jedna volné plavajici a druhé
na organické mezivrstveé, jsou zapojeny do degradace
sloucenin, jako je naftalen (pokud je dodavén
v koncentracich 0,1 aZ 1,0 ppm). Podle jejich pozorovéni se
zd&, Ze poléatelni aktivita je vyvijena volné plavajicimi
bakteriemi, které jsou zavislé na rozdéleni naftalenu do

vodné faze.

V posledni dobé&, Hack a kol, 1994, Appl. Microbiol.
Biotechnol. 41: 495 - 499, ukézal, Ze buliky P. putida, kdyZ
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rostou na glukébdze, ztraceji pres 50 % této aktivity béhem
90 hodin pfi skladovani pfi 4 °C.

Zv1lastni diraz byl v posledni dobé& kladen na

- kometabolismus trichlorethylenu, TCE, rekombinantnim kmenem

P. cepacia G4 pf#i rGstu na toluenu. V Landa a kol., 1994,
Appl. Environ. Microbibl., 60: 3368 - 3374, byly vyvozeny
nasledujici zavéry. Je trfeba podstatnych mnoZstvi toluenu
k degradaci malého mnoZstvi TCE, PfibliZné& 64 ppm toluenu
je t¥eba k tomu, aby se zmetabolizovalo 3,2 ppm TCE

(v poméru 20 dilll degradovaného toluenu na kaZdy dil
degradovaného TCE). Navic, pokud koncentrace TCE pfekroli
19 ppm, kompetitivni inhibice degradace toluenu mé& za
nédsledek ztratu kometabolismu TCE a zastaveni degradace

toluenu.

Bakteri&lni procesy s imobilizovanymi a zachycenymi
bufikami jsou znédmé mnoho let (Atkinson a Movituna, 1991,

Biochemical Engineering and Biotechnology Handbook: 2.

vydani, Stockton Press, NY). Tyto zplsoby si kladou za tkol

poskytnout dal3i uZitek ve vztahu k zlepdeni energiénosti
mikroorganism. Napfiklad Dickman a kol. 1990, Bioﬁiocess
Eng’r 5: 13 - 17, ukazal zlepSeni stability vi&i Gbytku
kysliku a pH Soku u imobilizovaného kontinuélniho
kultivaéniho reaktoru oproti volné plovoucim bakteriim.
Westmeier a Rehm, 1985, Appl. Microbiol., Biotechnol. 22:

301 - 305 ukézali, Ze imobilizované bufiky Alcaligenes sp.

rozklédaji 4-chlorfenol rychleji, neZ volné& plovouci bufiky,

pokud je dodavan 4-chlorfenol v nizk9ych koncentracich (to

je méné nebo rovno 19 ppm).

Haigler a kol., 1994, Appl. Environ. Microbiol., 60:

3466 - 3469, popisuje izolaci kmene Pseudomonas (kmen JS42)

zaloZenou na jeho schopnosti rozkladat a utlizovat
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2-nitrotoluen (2-NT) jako jediny zdroj uhliku, energie a
dusiku. I kdyZ odkazy ukazuji, Ze tento kmen byl schopen
vyuZivat 2-nitrotoluen, Haigler konkrétné udévé, Ze
Pseudomonas kmen JS42 neni schopen utilizovat nitrobenzen,
Navic Haigler neuvadi Zadnou zminku, kterd by se tykala
schopnosti degradovat nebo vyuZivat anilin nebo naftalen.

I kdyZ opléchnuté builky kmene JS42 kultivované na 2-NT jsou
schopny oxidovat nitrobenzen, odkazy specificky osvétluji,
Ye tyto bufiky nemohou vyuZivat nitrobenzen. Proto je tato
biotransforma&ni aktivita spréavnéji definovéna jako

kometabolismus.

Kompostovani nebezpelnych organickych odpadi
pfedstavuje relativné& nové pouZiti technologie biologického
zpracovadni. Nejpozoruhodnéj3i je pfiklad kompostovéani
chlorfenollt (Valo a Salkinoja-Salonen, 1986, Appl. Environ.
Microbiol, 25: 68 - 75). Av3ak doba potfebnéd ke zpracovani
kontaminovanych ptd za pouZiti této technologie neni krétka
(> 4 mé&sice). Souléasti problému pouZiti kompostovani
chlorfenolll je rozvoj dostatelné koncentrace aktivnich
degraderlt chlorfenolu. I kdyZ byl tento problém Castelnd
feSen Valem a Salkinoja-Salonenem (1986) pomoci pridavku
jinych mikrobidlnich prostfedkt, bylo to moZné pouze tehdy,
kdyZ byla plda pfed tim sterilovéna za uCelem zniceni

ptivodni mikroflory.

Anglicky patent ¢&. 1375394 uvéadi obecné, Ze
mikroorganismy rodl Pseudomonas, Mycobacterium,
Flavobacterium nebo Sarcina mohou aerobné degradovat
nitroaromatické slouceniny. Tyto odkazy udavaji, Ze
u téchto mikroorganismi musi byt vyvoléana (indukovéna)
schopnost takové degradativni aktivity. AvSak nejsou Zadné

tdaje o tom, jakéd koncentrace nitroaromatickych slouenin
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by m&la byt pouZita pro indukci, ani Z&dné tdaje o tom,
jaké podminky kultivace by mély byt pouZity. Déle zde
nejsou ZAdné utdaje o tom, které konkrétni druhy ze
zmiflovanych rodd by mohly byt indukovany, aby mély
poZadovanou degradativni aktivitu, ani neni Z&dné& zminka

o tom, kde mohou byt tyto mikroorganismy nalezeny.

Evropskéd patentovd publikace &islo 0278296 obecné
popisuje zplsob soulasného chemického a biologického
zpracovani pevnych léatek a kapalin obsahujicich organické

znelisténi.

2Ustadvé tudiZ redlnd potfeba mikroorganisml a systému
a zplsobli, které jsou vhodné pro rychlou a u&innou aerobni
degradaci (rozklad) aromatickych, nitroaromatickych,
halogenaromatickych, halogennitroaromatickych, alifatickych
a halogenalifatickych sloucenin. Existuje také skutelné
pot¥eba degradace nékteré nebo vSech té&chto sloudenin,
pokud jsou pritomny v elastomernich nebo dehtovitych

materidlech.

Citace nebo identifikace jakéhokoliv odkazu ,
v kapitole 2 této prihlasky by neméla byt povaZovana za
dikaz, Ze tento odkaz je pristupny jako dosavadni stav

techniky pro tuto pfihlé3ku vynalezu.

3. Podstata vynalezu

Jsou predloZeny nové izolované mikroorganismy, v Cisté
nebo smésné kultufe, které jsou vhodné pro aerobni
degradaci aromatickych, nitroaromatickych,
halogenaromatickych, halogennitroaromatickych, alifatickych
a halogenalifatickych sloufenin nebo jejich smési.

Mikroorganismy jsou vyhodné& vhodné pro aerobni degradaci
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uvedenych sloudenin, pokud jsou obsaZeny v elastomernich
a/nebo dehtovitych pevnych latkach, kalech nebo pldach,
stejné& jako kdyZ jsou obsaZeny v neelastomernich
kompozicich. Mikroorganismy jsou také vhodné pro degradaci
- té&chto sloufenin nebo jejich smési ve form& plynd, aerosoll
nebo tekutin, vietné kapalin. Jsou poskytnuty také

biofiltry obsahujici mikroorganismy.

Mikroorganismy mohou byt uskladnény po dlouhou dobu,
napriklad alespoﬁ'4 mésice, bez ztraty degradativnich
aktivit. Navic mohou mikroorganismy rychle a G&inné
degradovat relativné vysoké koncentrace uvedenych sloulenin
nebo jejich smé&si. Dadle mohou mikroorganismy tolerovat
Siroké rozmezi koncentraci uvedenych sloulenin.
Mikroorganismy Jjsou schopné utilizovat alespofl jednu
z té&chto sloucCenin jako jediny zdroj uhliku a energie.
Nékteré mikroorganismy jsou schopné utilizovat alespoil

jednu ze slouenin jako jediny zdroj uhliku a dusiku,

Jsou pfedkladany nové zpusoby vyhodné pro aerobni

reakce sloulenin ve fluidni fazi a pevnych systémech.

Ve zvl43té vyhodném provedeni jsou pfedkléddény systémy
ve fluidni fézi, nové zplsoby pro rychlou a uinnou
degradaci alespon jedné slouleniny vybrané z aromatickych,
nitroaromatickych, halogenaromatickych,
halogennitroaromatickych, alifatickych nebo
halogenalifatickych sloufenin nebo jejich smé&si obsaZenych
v elastomernich a/nebo dehtovitych pevnych latkach, kalech
nebo pudéch.

Ve zvlasdté vyhodném provedeni jsou pfedkladany systémy
v pevnévfézi, nové zplUsoby pro rychlou a G&innou degradaci
alespoll jedné sloueniny vybrané z aromatickych,

nitroaromatickych, halogenaromatickych,
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halogennitroaromatickych, alifatickych nebo

halogenalifatickych slouCenin nebo jejich smési obsaZenych

v elastomernich a/nebo dehtovitych pevnych latkach, kalech

nebo pldach.

Systémy fluidni a pevné faze mohou byt vybrény
k G¢inné manipulaci s $irokou 8k&lou vstupnich Zivin

v &asovém obdobi znalné kratSim, neZ konven&ni zplsoby

vyuZivané pro biodegradaci aromatickych a/nebo alifatickych

sloudenin.

Podle jednoho z provedeni tohoto vyndlezu Jje
predkladan zplsob aerobni degradace aromatickych a/nebo
substituovanych aromatickych slouenin. Metoda obecné
spo¢ivd v uvedeni aromatické slouceniny do kontaktu se

smésnou nebo &istou kulturou mikroorganismi, pricemiZ

uvedené mikroorganismy jsou vybréany ze skupiny, sklédajici

se z mikroorganismil, které maji depozitni &¢islo ATCC 55644,

55648, 55645, 55641, 55647, 55642, 55643, 55646, 55649,
55722, 55723, 55726, 55727, 55724 a 55725. V jednom

z provedeni tohoto zplisobu je aerobné degradovéna alespott

jedna sloulenina vybrand ze skupiny zahrnujici aromatické,

nitroaromatické, halogenaromatické, halogennitroaromaticke,

alifatické nebo halogenalifatické slouCeniny. V jiném
provedeni tohoto zplsobu je aerobné degradovana smés
alespoil dvou slouCenin vybranych ze skupiny zahrnujici
aromatické, nitroaromatické, halogenaromatické,
halogennitroaromatické, alifatické a halogenalifatické
slouceniny. Zplsob miZe dale zahrnovat kultivaci
mikroorganism® v kontaktu s uvedenou
sloueninou/sloudeninami, tak, Ze aromatickéd sloulenina
nebo sloudeniny jsou degradovadny na produkty zahrnujici

oxid uhlid&ity a vodu.
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Podle jiného provedeni vynalezu jsou predkladény
systémy ve fluidni fézi a zplsoby pro aerobni reakci
sloudenin. Systémy ve fluidni fézi obecné predstavuji
konverzi elastomerni pevné latky nebo kalu na fluidni
kompozice vhodné pro aerobni reakcl organickych slougenin
obsaZenych v elastomerni pevné latce nebo kalu. Aerobni
reakce, pro které jsou vhodné fluidni kompozice, zahrnuji
syntetické stejné& jako degradativni reakce, které probihaji

vyhodné& za aerobnich podminek.

Zplsob pripravy fluidni kompozice vhodné pro aerobni
reakci zahrnuje kroky: a) partikularizace elastomerni pevné
latky nebo kalu, které obsahuji organickou slouleninu; a b)
kontakt partikularizované pevné latky nebo kalu v nadobhé
s proudem tekutiny vybrané ze skupiny zahrnujici kyslik,
plyn obsahuijici kyslik, v&etné& wvzduchu, vodu a vodny
roztok, tak, Ze partikularizovand pevn& latka nebo kal je
suspendovan nebo dispergovan v proudu tekutiny k vytvoreni
kompozice vhodné pro aerobni reakci organické sloudeniny

obsahujici pevnou latku nebo kal.

Zplsob miZe dadle zahrnovat smichéani elastomerﬁi pevné
latky nebo kalu s ¢inidlem proti slepovani bud soulasné

nebo nasledné po kroku a).

Podle jiného provedeni tohoto vynédlezu jsou
pfedklédény systémy ve fluidni fazi a zplsoby aerobni
degradace sloulenin za pouZiti mikroorganismi. Je'vytvéfena
fluidni féze, kterd je suspenzi vytvor¥enou napfiklad z

pevné latky, plidy a/nebo kalu.

Fluidni faze, kterd je suspenzi, mlZe byt vytvofena
bud z neelastomerni nebo z elastomerni pevné léatky, kalu
nebo pldy. Takovéto suspenze jsou pouZivany k aerobni

degradaci aromatickych nebo alifatickych sloudenin nebo
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jejich smési obsaZenych v uvedené pevné latce, kalu nebo
pladé.

ZplGsob zahrnuje a) smiché&ni uvedené pevné latky nebo
kalu s vodou nebo s vodnym roztokem; a b) zavadéni energie
do uvedené kombinace pevnéd l&tka nebo kal/voda v nédobé
tak, Ze pevnéd létka nebo kal je fluidizovan za vzniku

suspenze.

Energie mlZe byt.zavedena napriklad zavadénim
mechanické energie, napriklad pomoci michani; zavadénim
akustické energie, napifiklad zavadénim stélych akustickych
vln, do suspenznich materiélﬂ; nebo zavadénim elektrického

nebo elektrostatického pole.

V jednom alternativnim provedeni zplsob zahrnuje a)
vsmichéni elastomerni pevné latky nebo kalu s vodou nebo
vodnym roztokem; b) zavedeni energie do uvedené kombinace
elastomerni pevna latka nebo kal/voda tak, Ze uvedend pevné
latka nebo kal je fluidizovén za wvzniku suspenze; a c)
odseparovani uvedené suspenze od jakékoli rezidualni

elastomerni pevné latky nebo kalu.

Alternativné metoda zahrnuje a) smichéni elastomerni
pevné latky nebo kalu s inidlem proti slepovéni za vzniku
kombinace pevnd latka nebo kal/&inidlo proti slepovéni; b)
smiseni uvedené pevné latky nebo kalu s vodou nebo vodnym
roztokem za vzniku vodné kombinace pevné& létka nebo
kal/¢inidlo proti slepovéni; a c¢) dodavédni energie do
uvedené vodné kombinace pevné latka nebo kal/cinidlo proti
slepovéni tak, Ze uveden& nelepivé pevné latka nebo kal je
fluidizovan za vzniku suspenze. Tento zplsob miZe dile
obsahovat sm&3ovani uvedené kombinace pevna latka nebo
kal/Cinidlo proti slepovéani za vzniku nelepivé pevné latky

nebo kalu. V je3té dal3i alternativé zplsob zahrnuije a)
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smichani elastomerni pevné latky nebo kalu s &inidlem proti
slepovani a vodou nebo vodnym roztokem; a b) zavadéni
energie do uvedené smési vytvofené v kroku a) tak, Ze
uvedend elastomerni pevnéd latka nebo kal je fluidizovén za

vzniku suspenze.

Podle tohoto vynédlezu zplsob bioclogického &isténi
pevnych latek, kall nebo pld obsahujicich alespoii jednu
sloueninu nebo sm&s alespoil dvou sloucdenin vybranych ze
skupiny zahrnujici aromatické, nitroaromatické,
halogenaromatické, halogennitroaromatické, alifatické a
halogenalifatické slouleniny v suspenzni fézi zahrnuje a)
Upravu pH suspenze k neutrdlnimu pH, pokud je to tfeba; a
b) kontaktovani uvedené neutrdlni suspenze
s mikroorganismy, pfidemZ uvedené mikroorganismy jsou
&lenem skupiny zahrnujici mikroorganismy majici depozitni
Eislo ATCC 55644, 55648, 55645, 55641, 55647, 55642, 55643,
55646, 55649, 55722, 55723, 55726, 55727, 55724 a 55725.
Zpusob mife dale zahrnovat kultivaci uvedenych
mikroorganismd s uvedenou suspenzi tak, Ze sloudenina jé

degradovana na produkty zahrnujici oxid uhlic&ity a vodu.

Zpusoby biologického &iZténi pevnych létek, kall nebo
pud obsahujicich alesponl jednu sloudeninu nebo sm&s alespoil
dvou sloulenin vybranych ze skupiny zahrnujici aromatické,
nitroaromatické, halogenaromatické, halogennitroaromatické,
alifatické a halogenalifatické slouCeniny v pevné fazi
zahrnuji a) sméSovani uvedené pevné latky, kalu nebo pldy
s objemovym ¢inidlem tak, Ze tekutina, napf#iklad wvzduch,
mitZe snadno prochédzet nabylou smé&si; b) Upravu pH nabylé
smési k neutralnimu pH, pokud je to tfeba; a c)
kontaktovani uvedené nabylé smé€si s mikroorganismy, priCemZ

uvedené mikroorganismy jsou Clenem skupiny zahrnujici
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mikroorganismy majici depozitni ¢islo ATCC 55644, 55648,
55645, 55641, 55647, 55642, 55643, 55646, 55649, 55722,
55723, 55726, 55727, 55724 a 55725. Zplsob miZe dale
zahrnovat kultivaci uvedenych mikroorganismi s uvedenou
nabylou pevnou léatkou, kalem nebo pldou tak, Ze uvedené
sloulenina je degradovana na produkty zahrnujici oxid

uhlidity a vodu.

KdyZ je pevnéd latka, kal nebo plida dehtovitou nebo
elastomerni pevnou latkou, kalem nebo phdou, zpﬁsob
biologického ¢isténi v pewvné fézi zahrnuje: a) smé&Sovani
dehtovité nebo elastomerni pevné latky, dehtovitého nebo
elastomerniho kalu nebo dehtovité nebo elastomerni ptdy |
s ¢inidlem proti slepovéani tak, Ze uvedend pevnd léatka,
plda nebo kal tvofi partikularizovanou méné& dehtovitou

a/nebo elastomerni smés.

Jiné provedeni tohoto vynélezu pfedstavuje biofiltr a
zpusoby jeho pouZiti. Biofiltry jsou pouZivany
v biologickém &i&téni sloucenin v proudech, jako je wvzduch,

pary, aerosoly a voda nebo vodné roztoky.

Podle jeSté dalSiho provedeni vyndlezu je pfedkladéna
dvoukrokovéd metoda aerobni degradace odpadnich materiald
obsahujicich alespofl jednu sloudeninu, vybranou ze silné
halogenovanych organickych sloucenin, jako jsou
polychlorované bifenyly, polybromované bifenyly atd., a ze
silné nitratovanych sloufenin, jako je trinitrotoluen atd.,
a silné nitrovanych a zesitovanych polymernich sloucenin,
napfiklad nitroceluldz atd. Odpadni materidly mohou déale
zahrnovat sloueninu vybranou ze skupiny tvorené
aromatickymi, nitroaromatickymi, halogenaromatickymi,
halogennitroaromatickymi, alifatickymi a

halogenalifatickymi sloudeninami nebo smési téchto
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sloudenin. Zplsoby zahrnuji: a) smichédni reagentu schopného
chemicky degradovat, alespofl Castelné&, silné halogenovanou,
silné nitrovanou nebo silné nitrovanou zesitovanou
sloudeninu v odpadnim materidlu za vzniku predzpracované
kompozice; a b) kontaktovani uvedené pfedzpracované
kompozice s mikroorganismy, pficemZ uvedené mikroorganismy
jsou &leny skupiny zahrnujici mikroorganismy, které maji
depozitni &islo ATCC 55644, 55648, 55645, 55641, 55647,
55642, 55643, 55646, 55649, 55722, 55723, 55726, 55727,
55724 a 55725. Zplsob miZe dédle zahrnovat kultivaci
uvedenych mikroorganismi tak, Ze alespoil jedna sloulenina

je degradovand na produkty zahrnujici oxid uhlicdity a vodu.

Rychlosti a u&innosti, kterych se dosahuje pomoci
zplisobu podle tohoto vyndlezu, nebylo nikdy pfed tim
dosaZeno u biologického &istani dehtovitych nebo
elastomernich kompozic dbsahujicich bud smés aromatickych,
nitroaromatickych, halogenaromatickych,
halogennitroaromatickych, alifatickych a

halogenalifatickych sloudenin nebo tyto slouleniny samotné.

Tento vyndlez miZe bvyt bli?e popsén pomoci
nadsledujicich definic, detailniho popisu wvynélezu,
ilustrativnich pf¥ikladi konkrétnich provedeni vyndlezu a

prfipojenych obrazkd ve kterych:

4. Struény popisg obrazkl na vykresech

Obrazek la=-c. Schematicky nadkres typického p¥ikladu
systému ve fluidni fazi. Obrézek la ilustruje systém tvorby
suspenze; obrézek 1lb ilustruije systém biologického &isténi
ve fluidni fazi; a obréazek lc ilustruje filtraci a

odvodnéni zpracovavanych materiald.
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Obrézek 2. Schematicky diagram tvorby suspenzni faze.
Obrézek 2a. Tvorba suspenzni faze z neelastomerni pevné
latky, kalu nebo pidy. Obrdzek 2b, Tvorba suspenzni féaze

z elastomerni pevné latky, kalu nebo pady.

Obrézek 3. Graf dokumentujici korelaci mezi
sniZujicimi se koncentracemi uhlovodikovgch sloudenin a
vzriistajici koncentraci vytvoreného oxidu uhli&itého, U

naftalen; ® toluen; Q benzen; V oxid uhli&ity.

Obréazek 4. Graf dokumentujici degradaci naftalenu
b&hem 30 dnd v sekvencnim vsadkovém bioreaktoru.

M naftalen.

Obrézek 5. Graf dokumentujici degradaci naftalenu a
benzenu béhem 30 dni v sekvenlnim vsadkovém bioreaktoru.

W naftalen; # benzen.

5. Definice

P¥i pouZiti u tohoto vynalezu, nasledujici terminy

maji zahrnovat:

Aerobni - Tykajici se kysliku nebo vyZaduijici kyslik, kde
tlak kysliku je 0,1 % aZ 100 % saturace (kde 100% saturace
odpovidad 40 mg O; na litr vztaZeno na kyslik ve vod& pfi
25 °C), vyhodné& mezi 4 % aZ 80 %, zv1lastd& vyhodné& mezi 10
a 20 %.

Alkyl - Methylové, ethylova nebo propylovad skupina.

Alifaticky — Acyklické& nebo alicyklickd organicka
uhlovodikova slouenina, kterd miZe byt povaZovéana za
derivat methanu a nemd cyklicky konjugovany Sestidlenny

uhlikovy (benzenovy) kruh.

%
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Aromaticky - Organické slouclenina, kterd se vyznacuje
pfitomnosti alespoil jednoho cyklického Sesti&lenného zcela
konjugovaného uhlikového kruhu (benzen), nebo jednoho
cyklického zcela konjugovanéhd péti- nebo Sesticlenného
heterokruhu, ve kterém je jeden nebo vice uhlikl v kruhu
nahrazeno dusikovym atomem / atomy. Pojem je zvolen tak,
aby zahrnoval nesubstituované aromatické slouleniny stejné
jako aromatické slouleniny obsahujici jednu nebo vice
nasledujicich skupin na misté atomu / atomd vodiku a to:
hydroxylovou, aminovou, alkylovou, karboxylovou nebo
nesubstituovanou nebo substituovanou alifatickou skupinu,
ve které substituovanéd alifatick& skupina obsahuje
karbonylovou nebo karboxylovou skupinu na misté& atomu /

atomt vodiku.

Objemové ¢inidlo ~ Sloulenina nebo kompozice, kterd, pokud
je pfidéna k pevné latce, kalu nebo pid&, usnadiiuje tok

tekutiny takovouto pevnou latkou, kalem nebo pldou.

Podobny kompostovani - Zplisob, pfi kterém organické
uhlovodikové slouleniny v pevné kompozici jsou degradovany
mikroorganismy, obvykle v uzavieném nebo ohraniceném

prostoru.

Cinidlo proti slepovani - Slou&enina, ktera, pokud je
smidena s elastonmerni nebo dehtovitou léatkou, poskytuje
méné elastomerni nebo méné dehtovitou latku. Pokud se ji
pouZije ve spojeni se zpuscbem pro tvofeni suspenze,
¢inidlo proti slepovani ~ napomédhd kompozici stat se

fluidizovatelnou.

Elastomerni - Vlastnost, diky které pevna latka méni svij
tvar a velikost za plsobeni protichldnych sil, ale nabyva

své plvodni konfigurace, pokud tyto sily zmizi, za
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predpokladu, Ze protichidné sily nepresdhnou modul

elasticity pevného materidlu.

Halogenalifaticky - Alifatick& uhlovodikova sloulenina
obsahujici jeden nebo vice atoml halogenu, jako jsou
napfiklad chlor, brom nebo jod nebo jejich smési, na misté

atomu / atomd vodiku.

Halogenaromaticky - Aromatické& uhlovodikovd sloudenina
obsahujici jeden nebo vice atomil halogenu, jako napfiklad
chlor, brom, jod nebo jejich sm&si, na mistd atomu / atoml
vodiku.

Halogennitroaromaticky - Aromatickd uhlovodikovd sloucdenina
obsahujici jeden nebo vice atom halogenu, jako naprfiklad
chlor, brom, jod nebo jejich smé&s, na mist& atomu / atoml
vodiku a obsahujici jednu nebo vice nitroskupin na misté

atomu / atoml vodiku.

Fluidace - Proces, pri kterém je pfivadéna energie, jako
napfiklad mechanickéd energie, aby suspendovala jemné
rozdélené nebo partikularizované pevné latky v tekutinsg,

jako je napfiklad vzduch, voda nebo vodny roztok.

Nitroaromaticky -~ Aromatickad uhlovodikova slouclenina
obsahujici jednu nebo vice nitroskupin na misté& atomu /

atom vodiku.

Kal (,sludge"“) - Soubor pevnych latek, jako napriklad,

usazenina na dné&, které se usadily ze suspenze.

Suspenze (,slurry“) - Suspenze jemné rozdélenych nebo
partkularizovanych pevnych létek v tekutiné& nebo kapalinég,
do které se miZe zavadét energie, jako napfiklad mechanickéa
energie, k udrZeni disperze partikularizovanych pevnych
latek.
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Dehtovity - Viskézni latka obsahujici uhlovodik, kter& muzZe

nit konzistenci a vzhled stresniho dehtu.

TCL ~ ,Target Compound List™ (seznam cilovych slouéenin),
stanoveny seznam sloulenin analyzovanych za pouZiti
extrakce rozpoudté&dlem, jak je definovadno v EPA, SW-846.
Zde uZito extrakce, kde extrakinim rozpoustédlem je
methylenchlorid : methanol (90 : 10).

TCLP - ,Toxicity Characteristic Leaching Procedure", metoda
vodné extrakce, jak byla definovana v EPA, SW-846, metoda
&islo 1311.

6. Detailni popis vynalezu
6.1, Nové izolované mikroorganismy

Nové mikroorganismy byly izolovany z pldy a vybrény na
zdkladé schopnosti utilizovat specifické sloucdeniny, jako
aromatické, substituované aromatické a/nebo alifatickeé
sloudeniny jako jediné zdroje dusiku a/nebo uhliku a zdroje
energie. Mikroorganismy jsou vhodné pro aerobni degradaci
alespoii jedné z té&chto sloulenin. Zpisob selekce zajisdtuje,
Ze biochemické aktivita mikroorganisml je zamé&fena na
odbourdni alesponl jedné z téchto sloudenin a Ze
mikroorganismy jsou schopné vyuZivat alespoil jedné ze
sloudenin jako vyhradniho zdroje Zivin. PrestoZe plvodci
tohoto vynédlezu si neprfeji, aby byli omezeni na konkrétni
mechanismus plsobeni, md se za to, Ze takové vyuZziti vede
k mineralizaci sloueniny/sloucenin primadrnim metabolismem
a ne kometabolismem. DhleZitym prvkem v selekci
poZadovanych mikroorganisml je to, Ze seleklni proces je
provadén za aerobnich podminek tak, Ze izolované

mikroorganismy aerobné rozkladaji poZadovanou slouleninu
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nebo jeji smé&s. Navic mikroorganismy mohou rozkladat smési

soucasné, nikoli postupné,

Navic, prestoZe plvodci tohoto vyndlezu nemaji
v Umyslu omezovat vynadlez na zvlastni mechanismus plsobent,
m& se za to, Ze vétSinou dochdzi k rozkladu cestou ortho-
nebo modifikovanou ortho cestou. Ortho- nebo modifikovana
ortho- cesta je zvlasté dlleZitéd, aby nebyly produkovany
vysoce toxické halogenkyseliny a/nebo nemetabolizovatelné
meziprodukty jako meziprodukty nebo kone&né produkty bé&hem
degradace halogenaromatickych sloucenin nebo aromatickych
sloudenin substituovanych jednou nebo vice methylovymi
skupinami. Je tfeba poznamenat, Ze napfiklad dva
z popsanych mikroorganisml, to znamend DAP 66 a DAP 70,
maji katechol-2,3-dioxygendzovou aktivitu, kterd naznaluje

schopnost meta-%tépeni.

Déle jsou mikroorganismy izolovany tak, Ze jsou
schopny preckat vysoké a/nebo ménici se koncentrace

sloudenin.

Navic mikroorganismy mohou degradovat vysokou .
koncentraci jednotlivych slouenin nebo smési organickych
sloulenin, naprfiklad, 2 1 % (10 000 ppm). PE¥i pouZiti
v tomto vynélezu, je termin ,vysoké“™ koncentrace
aromatickych, nitroaromatickych, halogenaromatickych,
halogennitroaromatickych, alifatickych a
halogenalifatickych slouCenin pouZit tak, aby zahrnul: 1)
aromatické slouceniny: napriklad benzen, toluen, xyleny,
ethylbenzen; = 5 OOO_ppm; fenol: 2 6 000 ppm, kresol,
dimethylfenol: 2 1 000 ppm; anthracen: 2 300 ppm; styren
> 5000 ppm; anilin: 2 150 ppm; naftalen: = 1 000 ppm; 1-

nebo 2-methylnaftalen: = 200 ppm; 2) nitroaromatické
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slouCeniny: naprfiklad nitrobenzen: = 150 ppm; 3)
halogenaromatické sloufeniny: napfiklad chlorbenzen,

2- chlornaftalen: =2 200 ppm.

Mikroorganismy podle tohoto vyndlez mohou také
degradovat nasledujici slouleniny pfi koncentracich nejméné
1000 ppm: pyren, acenaftylen, fluoranthen, fenanthren,
benzo- (b} ~-fluoranthen, dibenzofuran, chrysen, katechol,
m-toluylova kyselina, acetdt kyseliny skoficové, vanilin,
trans- aldehyd kyseliny skoficové, mesitylen, salicylét,
2-, 3-, nebo 4-chlortoluen, 2-, 3-, nebo 4-chlorbenzoét,
1,3~-dichlorbenzoat, l-chlor-3-nitrobenzen, 1l-chlor-4-
ﬁitrobenzen, 1,2-, 1,3~-, nebo 1,4-dinitrobenzen, melamin,

kyanuronovd kyselina, hexadekan a 8- (-)~limonen,

Prednost se pri selekénim procesu dava tém
mikroorganismim, které jsou schopné ristu/metabolizmu na
pevnych povr3ich a tém, které chemotakticky migruji
k pevnym povrchum.

Izolované mikroorganismy obecné konstitutivné
neexprimuji metabolické proteiny nezbytné pro degradaci
poZadovanych sloucCenin, ale spiSe musi byt indukovany
kultivaci na médiu obsahujicim odpovidajici slouleninu nebo
jejich smés nebo mediu obsahujicim sloueninu, které
indukuje enzymy cesty pro degradaci odpovidaijici sloueniny
/ slouenin. Ve zvlé3tnim provedeni médium obsahuje alespoil
jednu sloudeninu vybranou z nitrobenzenu, anilinu,
melaminu a kyanuronové kyseliny; a alespofl jednu slouceninu
vybranou z naftalenu, benzenu, toluenu, ethylbenzenu a

Xylenu.

Navic v3echny izolované mikroorganismy patfi
k pfirozené se vyskytujicim kmentm, to znamend, Ze Zadny

z kmen neni modifikovén rekombinantné&.
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Cisté a smé&sné kultury novych mikroorganismd podle
tohoto vynédlezu mohou byt udrZovany za pouZiti média
BACTO™ R2A (Difco, Detroit, Michigan). PouZiti BACTO™ R2A
média jako udrZovaciho média pfedstaﬁuje zaoCkovani média
BACTO™ R2A &istou nebo smé&snou kulturou podle tohoto
vynélezu, kultivaci mikroorganismi pfi pokojové teploté&, to

je asi 25 aZ 27 °C po dobu pfibliZné& 48 hodin. Kultury

mohou pak byt pokryty materidlem, ktery tvofi bariéru

prichodu vzduchu a vlhkosti, napfiklad vrstvou parafind a

uchovavany v chladu, napfiklad pfi asi 4 °cC.

Alternativné mohou byt &isté neﬁo smésné kultury
mikroorganisml podle tohoto vynédlezu udrZovany kultivaci za
pouZiti Stanierova minimdlniho média (Stanier a kol., 1966,
J. Gen, Microbiol. 43: 159 - 271) dopln&ného 5 aZ 10 mM
poZadované aromatickeé, nitroaromatické, halogenaromatické,
halogennitroaromatické, alifatické nébo halogenalifatické
slou&eniny nebo jejich sm&si. Podle vyhodného provedeni
zplisobu je udrZovan v doplnéném Stanierové médiu pomér
C : N pfibliZné& 10 : 1 aZ 25 : 1. Kultury jsou udrZovéany
za aerace, napfiklad pouZitim éistéhé kysliku pfi fOO az
400 ml/min a za michani. Po asi 24 hodinach kultivace na
doplnéném Stanierové médiu, jsou bakteridlni bunky
odstran&ny z média odstfedénim, opétné suspendovany bud
v Stanierové minimalnim médiu (SMM) nebo ve fosfatem
pufrovaném fyziologickém roztoku (PB$) a ziskéany
Z resuspenze odstfedénim. Bunécné pelety mohou byt

uskladndny pfi asi 4 °C.

Alternativné mohou byt smé&sné kultury udrZovany
nasledovné, Smésnéd kultura miZe byt zaolkovéna do kompozice
obsahujici nédsledujici latky: 1) naftalen, vyhodné mezi asi

1000 aZ 4000 ppm; 2) jednu nebo vice ze sloulenin: benzen,
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toluen, ethylbenzen a xylen, kaZdy pfi asi 400 aZ 500 ppm;
3) bud chlornaftalen a/nebo methylnaftalen nebo oba pfi asi
200 ppm kaZdého; a 4) anilin a/nebo nitrobenzen pfi asi

30 aZ 300 ppm kaZdého, a zpracovany pouZitim systému
fluidni faze nebo pevné faze, jak je popséno niZe

v kapitole 6.3. Vyhodné je pomér C : N : P asi 25 : 1 : 0,1
a kultura je udrfovéna pfibliZné pri pokojové teploté& bé&hem
zpracovaciho cyklu. Na konci zpracovani miZe byt obsah
suspenzni faze prefiltrovén, napriklad za pouZiti filtru
Whatman 1 nebo jiného ekvivalentniho filtru, a odvodnéna
zbytkova pevna latka oznafovand jako ,filtralni kolac™
obsahujici indukované mikrocrganismy miZe byt pouZita

k udrZeni smé&sné kultury vhodné pro pouZiti podle tohoto

vynélezu.

N&které z niZe popsanych mikroorganismid jsou schopné
vyuZivat aerobné nitrobenzen jako jediny zdroj uhliku,
dusiku a energie. Zvlasté mikroorganismy oznalené jako DAP
111, DAP 119, DAP 622, DAP 623, DAP 626, DAP 629, DAP 632,
DAP 115, DAP 120 a smésné& kultura oznalend DAP-2 mohou
aerobné rozkladat nitrobenzen. Mikroorganismy ozna&ené jako
DAP 70, DAP 73, DAP 111, DAP 119 a DAP 622 a sm&sna kultura
DAP 2 mtZe aerobné rozkléddat naftalen, methylnaftalen,
chlornaftalen nebo anthracen. Mikroorganismy oznadené jako
DAP 111, DAP 119 DAP 622, DAP 623, DAP 626, DAP 629, DAP
632, DAP 115, DAP 120 a smésna kultura DAP 2 mohou aerobné
degradovat anilin. Navic nékteré mikroorganismy niZe
popsané jsou schopné pouZivat aerobné jako jediny zdroj
thliku a/nebo dusiku a energie Sirokou 38kalu
substituovanych a nesubstituovanych aromatickych sloudenin,
naprfiklad benzen, toluen, anilin, fenol a ethylbenzen.
Viechny &¢isté kultury mikroorganismi, které jsou niZe

popséany, vyuZivaji tyto sloudeniny aerobn&. Bez toho, Ze by

(X ]
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bylo v udmyslu plvodcl vyndlezu se omezovat na jediny
mechanismus plsobeni, plvodci soudi, Ze sloueniny jsou
degradovany aerobné, z pfevainé Casti prostrfednictvim
ortho- nebo modifikované ortho cesty. Cisté a smé&sné
kultury mohou degrado?at slouleniny na produkty zahrnujici

oxid uhlidity a vodu.

N&které z niZe popsanych mikroorganismi jsou také
schopny vyuZivat Sirokou 5kdlu substituovanych a
nesubstituovanych alifatickych sloudenin aerobn&, napfiklad
8- (~)~limonen, formaldehyd, chloroform a methanol. Navic
nékteré mikroorganismy jsou také schopny degradovat
alifatické slouleniny o dels3im ¥etézci. Posledné jmenovand
schopnost miZe byt doloZena napfiklad vyuZitim hexadekanu

jako jediného zdroje uhliku a energie.

U v3ech mikroorganismli, které budou niZe popsany, bylo
zjisténo, Ze lépe rostou, to znamend, Ze buliky se rychleji
vyvijeji do vétSich kolonii, kdyZ jsou kultivovany na
agarovém mediu o nizké hustoté, to je pfi asi 3 aZ 10 ¢
agaru na litr média, vyhodné& pfi asi 3 g agaru na %itr
média. NiZe popsané mikroorganismy mohou byt kultiébvény na

agarovém médiu o normalni hustot&, ale rostou pomaleji.

Pohyblivé mikroorganismy, které jsou niZe popsané,
jsou indukovany k tomu, aby vykazovaly chemotaxi, Sirokou
gkdlou sloucenin., Chemotaxe je dosaZeno dvéma rlznymi
zpUsoby pohybu, jmenovité flageldrnim a kratkym trhavym
pohybem. RiUstové podminky dovoluji mikroorganismim
vykazovat kterykoli z téchto dvou zplsobl pohyblivosti.
Napfiklad k dosaZeni flageldrni pohyblivosti jsou
mikroorganismy kultivovéany v méné viskdznich podminkéach,
napfiklad v kapalném médiu nebo na agarovych deskéch, kde

procenticky obsah agaru je mendi neZ asi 1 %, vfhodné
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0,3 %. K dosaZeni pohyblivosti kréatkymi trhavymi pohyby
jsou mikroorganismy kultivovany na pevném médiu, jako jsou
agarové desky, kde procenticky obsah agaru je asi 1 %.
Pokud je procenticky obsah agaru prilid vysoky, napfiklad
asi 2 %, nebude pravdépodobné pozorovan Zadny z téchto dvou
fenotypl chemotaxe. Ur&ité pohyblivé mikroorganismy,
zahrnujici DAP 111 a DAP 119 vykazuji za vhodnych podminek
oba dva zplsoby pohyblivosti.

VSechny &isté kultury, stejné jako smé&snéd kultura,
popsané niZe v kapitole 6.1.1 aZ 6.1.5., vietnéd podkapitolu
6.1.5.1, byly deponovany ve sbirce ,American Type Culture
Collection“ (Americka typové sbirka kultur) (viz kapitolu
10, niZe).

6.1.1 Mikroorganismy izolované za pouZiti nitrobenzenu

Ndsledujici mikroorganismy byly izolovadny z pQdy za
pouZiti aerobni kultivace na minimdlnim médiu, obsahujicim
pouze nitrobenzen jako jediny zdroj uhliku, dusiku a

energie.
Mikroorganismus DAP 622:

DAP 622 je Pseudomonas sp., gram negativni pohybliva
tydinka se vyskytuje pfileZitostné v parech a pfi rastu na
kultivaénim médiu je vzhled kolonii bily aZ krémovy.
Objevuje se tvorba shlukl a pohyblivost se jevi jako
flagelérni pokud mikroorganismus roste na flagelarnich
deskach. Mikroorganismus je schopen tvofit Zluté barvivo,
pokud roste na Pseudomonas F agaru (Difco). Mikroorganismus
miiZe ddle utilizovat jako jediny zdroj uhliku a energie:
laktat, chlorbenzen, ethylbenzen, salicylat, sukcindt. DAP

622 je dale charakterizovén znaky uvedenymi v tabulce 1.
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Diferen®ni charakteristika

kataldza/oxidaza
utilizace citrétu

tFicukerny Zelezity agar

rist pri

utilizace:

NO; — NQOQ,

arginindekarboxyléza
lysindekarboxyléaza

15 °C

25 °C

35 °C

41 °cC
glukédza
fruktédza
laktébza
mannitol
manndza

2-methylnaftalen

a-ketoglutarat
glyoxylat
glutaméat
ethanol
hexadekan

ornithindekarboxyléza

hydrolyza Zelatiny

uredza

odolnost vadi antibiotiklm:

HgCl,
ampicillin
kanamycin
neomycin
tetracyklin
spektinomycin
streptomycin

Vysledek
(+)/ (+)
(+)
vznikd H,S
(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(=)

(+)

(+)

(+)

(+)
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6.1.2 Mikroorganismy izolované za pouZiti chlorbenzenu

Nasledujici mikroorganismy byly izolovany z pudy za
pouZiti aerobni kultivace na minimdlnim médiu obsahujicim

pouze chlorbenzen jako jediny zdroj uhliku a energie.

Mikroorganismus DAP 631:

DAP 631 je Pseudomonas sp.,gram negativni slabé
pohybliva ty&inka se vyskytuje prileZitostné& v parech a pri
rastu na médiu BACTO™ R2A je vzhled kolonii bily.
Mikroorganismus miZe déle utilizovat jako jediny zdroj
uhliku a energie: laktét, chlorbenzen a ethylbenzen. DAP

631 je dale charakterizovan znaky uvedenymi v tabulce 2.
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Diferenéni charakteristika

kataldza/oxidéaza
utilizace citratu

t¥icukerny Zelezity agar

rust pri

utilizace:

NO3 —» NO,

arginindekarboxyléaza
lysindekarboxyléaza

15 °C

25 °cC

35 °C

41 °C
glukdza
fruktédza
laktéza
mannitol
manndza

2-methylnaftalen

a-ketoglutaréat
glyoxylat
glutaméat
ethanol
hexadekan

ornithindekarboxylaza

hydrolyza Zelatiny

ureéza

odolnost vi&i antibiotikftm:

HgCl,
ampicillin
kanamycin
neomycin
tetracyklin
spektinomycin
streptomycin

Vysledek

(- aZ slabé)/ (+)
(=)

vznikéd H,S

(+)
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Mikroorganismus DAP 68:

DAP 68 je Aeromonas sSp., gram negativni pohyblivé
tylinka se vyskytuje prileZitostné v pérech a pfi ristu na
médiu BACTO™ R2A je vzhled kolonii bily aZ krémovy.
Mikroorganismus miZe dale utilizovat jako jediny zdroj
uhliku a energie: laktét, chlorbenzen, ethylbenzen a

sukcindt. DAP 68 je dale charakterizovan znaky uvedenymi
v tabulce 3.
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Tabulka 3

Diferen&ni charakteristika
kataléza/oxidéza

utilizace citrétu
tficukerny Zelezity agar

rust pri 15 °C
25 °C
35 °C
41 °C

utilizace: glukbdza
fruktédza
laktéza
mannitol
mannbéza
2-methylnaftalen

o-ketoglutarat

glyoxylat
glutamét
ethanol
hexadekan
NQO; - NO:
arginindekarboxyléza
lysindekarboxyléaza

ornithindekarboxyléza

hydrolyza Zelatiny

ureéza

odolnost vG&i antibiotikim:
HgCl,
ampicillin
kanamycin
neomycin
tetracyklin
spektinomycin
streptomycin

Vysledek
(+)/ (=)
(+)

vznika H.S,
kyselina a plyn
z glukdzy
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Mikroorganismus DAP 66:

DAP 66 je Corynebacterium sp., gram variabilni, velk4,
nepohyblivé tyCinka se vyskytuje jednotlivé a v rfetizcich.
N&které tTetizky dosahuji velikosti vldken a nékteré
jednotlivé tyéihky jsou pohyblivé. Je pfitomna tvorba
shlukl a bufiky maji pouzdra. Rist na deskdch umoZfiujicich
kratké trhavé pohyby je obojetny. PFi rlstu na médiu
BACTO™ R2A se kolonie jevi byt tvrdé a voskovité. Tento
organismus je pozitivni v testu na prvni enzym v metha
cesté, katechol-2,3-~dioxygenédzu (C230), podle procedury
urené Baylym a Wigmorem, 1973, J. Bacteriol. 113: 1112 -
1120. Mikroorganismus miZe dale utilizovat jako jediny
zdroj uhliku a energie: laktat, chlorbenzen, kyselinu
m-toluylovou, ethylbenzen a sukcin&t. DAP 661 je dale

charakterizovan znaky uvedenymi v tabulce 4.
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Tabulka 4

Diferen&ni charakteristika

katalaza/oxid&za

utilizace citratu

t¥icukerny Zelezity agar

rist pfi 15 °C

' 25 °C

35 °C
41 °c

utilizace: glukébza
fruktédza
laktéza
mannitol
manndza
2-methylnaftalen

a-ketoglutarat

glyoxyléat
glutamét
ethanol
hexadekan
NO; — NO;
arginindekarboxyléza
lysindekarboxyléaza

ornithindekarboxyléza

hydrolyza Zelatiny

ureaza

odolnost vi&i antibiotiklm:
HgCl,
ampicillin
kanamycin
neomycin
tetracyklin
spektinomycin
streptomycin

Vysledek

(+)/ (+)

(-)

bez fermentace
(=)

(+)
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6.1.3 Mikroorganismy izolované za pouZiti naftalenu

Nésledujici mikroorganismy byly izolovany z plidy za
pouZiti aerobni kultivace na minimdlnim médiu obsahujicim

pouze naftalen jako jediny zdroj uhliku a energie.

Mikroorganismus DAP 70:

DAP 70 je Pseudomonas sp., gram negativni pohybliva
ty¢inka, kde se tylinky vyskytuji jednotlivé, v parech nebo
v dlouhych retizcich, kde nékteré retizky mohou dosahovat
velikosti vlédken. PFi rlstu na deskéach, které to umoZiuiji,
vykazujil flagelérni pohyblivost a pfi ristu na médiu
BACTO™ R2A je vzhled kolonii bily. Navic mikroorganismy
vytvari rozséhlé shluky. Mikroorganismy vykazuji pozitivni
test na prvni enzym v metha-cesté, katechol-2,3-dioxygendzu
(C230) podle procedury urcené Baylym a Wigmorem, 1973, J.
Bacteriol. 113: 1112 - 1120, Mikroorganismus miZe dale
utilizovat jako jediny zdroj uhliku a energie: laktéat,
chlorbenzen, ethylbenzen a sukcindt. DAP 70 je dale

charakterizovén znaky uvedenymi v tabulce 5.
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Tabulka 5
Diferenc¢ni charakteristika
kataléza/oxidaza
utilizace citratu
t¥icukerny Zelezity agar
rist pfi 15 °cC
25 °C
35 °C
41 °C
utilizace: glukéza
fruktodza
laktéza
mannitol
mannbza

2-methylnaftalen
a~-ketoglutaréat
glyoxyléat
glutaméat
ethanol
hexadekan

NO; —» NO;

arginindekarboxylaza

lysindekarboxyléza

ornithindekarboxyléaza

hydrolyza Zelatiny

ureaza

odolnost vi¢i antibiotiklm:
HgCl.
anpicillin
kanamycin
neomycin
tetracyklin
spektinomycin
streptomycin

Vysledek
(+)/ (+)
(+)
kyselina
z glukézy
(+)

(+)

(+)

(=)

(+)

(+)
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Mikroorganismus DAP 73:

DAP 73 je Zoogloea sp., gram variabilni pohybliva
ty&inka se vyskytuje jednotlivé a v parech. Rist na deskéach
umoZniujicich pohyblivost indikuje pohyblivost. Je pfitomna
tvorba shlukl s mnoha prstovitymi formami. Tento organismus
je schopen produkovat Zluty pigment pfi ristu na
Pseudomonas F Agaru (Difco). Mikroorganismus miZe dale
utilizovat jako jediny zdroj uhliku a energie: laktat,
chlorbenzen a sukbinét. DAP 73 je déle charakterizovan

znaky uvedenymi v tabulce 6.
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Diferen&ni charakteristika

kataldza/oxidéza
utilizace citratu

tficukerny Zelezity agar

rast pfi

utilizace:

NO3 —» NO;

arginindekarboxyléza
lysindekarboxyléaza

15 °cC

25 °C

35 °C

41 °cC

glukéza
fruktoéza
laktéza
mannitol
mannéza
2-methylnaftalen
a~-ketoglutaréat
glyoxylat
glutamat
ethanol
hexadekan

ornithindekarboxylaza

hydrolyza Zelatiny

ureaza

odolnost v(&i antibiotikfim:

HgCl:
ampicillin
kanamycin
neomycin
tetracyklin
spektinomycin
streptomycin

Vysledek
(+) / (+)
(+)

kyselina
z glukdzy
(+)
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6.1.4 Mikroorganismy izolované za pouZiti nitrobenzenu a

naftalenu

Nasledujici mikroorganismy byly izolovéany plvodné z
pldy a aerobné kultivovany na Cisté izolaty mikroorganismi.
Tyto &isté izolaty mikroorganismi byly nédslednd kultivovany
aerobné& spolu s kalem/odpadnim materidlem obsahujicim smés
slouCenin, napfiklad naftalen, vyhodné mezi asi 1000 aZ
4000 ppm; benzen, toluen, ethylbenzen a xylen v mnoZstvi
asi 400 aZ 500 ppm kaZdého; chlornaftalen a methylnaftalen
v mnoZstvi asi 200 ppm kaZdého; a anilin a nitrobenzen
v mnoZstvi asi 30 aZ 300 ppm kaZdého. Navic byly ve smési
pfitomny také substituované a nesubstituované alifatické
slou&eniny. Cisté izoléty mikroorganismd byly ziskény
z kultivadnich latek za pouZiti aerobni kultivace na
minimélnim mediu obsahujicim 150 ppm nitrobenzenu a 150 ppm

naftalenu jako jedinych zdroj& uhliku, dusiku a energie.

Mikroorganismus DAP 111:

DAP 111 je Pseudomonas sp., gram negativni pohybliva
ty&inka se nalézad jak v pérech, tak jednotlivé. Na médiu
BACTO™ R2A je vzhled kolonii bily a dochazi k tvorbé
ur&itych shlukl. Byla pozorovana pohyblivost jak na deskéch
umoZiiujicich trhavy pohyb (,twitching plates“), tak na
flagelédrnich deskédch. Navic tyto organismy mohou utilizovat
jako jediny zdroj uhliku a energie nésledujici latky:
laktat, vanilin, chlorbenzen, ethylbenzen, kyanuronova
kyselina, salicylé&t a sukcindt. DAP 111 je dale

charakterizovén, jak je ukdzéno v tabulce 7.
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Diferenéni charakteristika

katalédza/oxidéza
utilizace citréatu

tficukerny Zelezity agar

riist pfi

utilizace:

NO; —> NO;

arginindekarboxylaza
lysindekarboxyléza

15 °C

25 °C

35 °c

41 °C

glukdza
fruktédza
laktédza
mannitol
manndza
2-methylnaftalen
a~-ketoglutaréat
glyoxylat
glutamat
ethanol
hexadekan

ornithindekarboxyléaza

hydrolyza Zelatiny

ureéza

odolnost vici antibiotikflim:

HgCl;
ampicillin
kanamycin
neomycin
tetracyklin
spektinomycin
streptomycin

Vysledek
(+)/ (+)
(+)

vznikd H,S
(+)

(+)

(+)
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Mikroorganismus DAP 119:

DAP 119 je Aeromonas sp., gram negativni pohyblivé
ty@inka. Kolonie na médiu BACTO™ R2A jsou bilé, ale pfi
ristu na nutriénim bujénu jsou Zluté. Aktivita trhavymi
pohyby je prokézana na deskdch umoZiiujicich kratké trhavé
pohyby, a flagelarni pohyblivost je prokézédna p#i rlstu na
flageldrnich deskéach. Navic tyto organismy mohou
utilizovat jako jediny zdroj uhiku a energie nésledujici
latky: laktét, vanilin, chlorbenzen, ethylbenzen,
kyanuronova kyslina, salicylat a sukcindt. DAP 119 je déale

charakterizovan v tabulce 8.
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Tabulka 8

Diferen&ni charakteristika Vysledek
kataléza/oxidaza (+) /7 (+)
utilizace citréatu (+)

t¥icukerny Zelezity agar je produkovan
H,S, kyselina a

plyn z glukdzy

riust pri 15 °C (+)
25 °C (+)
35 °C (+)
41 °C - (+)
utilizace: glukébza (+)
fruktoza (+)
laktédza (+)
mannitol (+)
manndza (+)
2-methylnaftalen (=)
a-ketoglutarat (+)
glyoxylat (+)
glutamét v (+)
ethanol (+)
hexadekan (~)
NO; — NO; (+)
arginindekarboxylaza (+)
lysindekarboxyléza (+)
ornithindekarboxylaza (+)
hydrolyza Zelatiny (+)
ureédza {+)
odolnost vi&i antibiotiktm:
HgCl, (R)
ampicillin (R)
kanamycin (R)
neomycin (R}
tetracyklin (R)
spektinomycin (R)

streptomycin (R)
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6.1.5 Smé&snd kultura mikroorganismi

Vice neZ 200 rdznych &Cistych izoldtl mikroorganismd
bylo kultivovéno z pldy na misté& odbé&ru. Viechny tyto &isté
izolaty vletné téch, které byly popsény vyde v kapitoléch
6.1.1 aZ 6.1.4 byly smichény a aerobné kultivovany
s kalem/odpadnim materialem obsahujicim smés aromatickych,
nitroaromatickych, halogenaromatickych, alifatickych a
halogenalifatickych slou&enin. Smésni kultura
mikroorganisml byla ziskény z kultivovaného materidlu a
byla udrZovéna na médiu BACTO™ R2A (Difco, Detroit,
Michigan).

Smé&snd kultura oznalend DAP-2 aerobné degraduje
alespofi nadsledujici slouleniny a jejich sm&si: benzen,
toluen, xylen, ethylbenzen, naftalen, chlorbenzen, fenol,
kresol, nitrobenzen, anilin, anthracen, dimethylfenol,
styren, halogennaftalen, 2-, 3- nebo 4~chlortoluen, 2-, 3~
nebo 4- chlorbenzoat, 1,3-dichlorbenzoét, 1,2-, 1,3~ nebo
1,4-dinitrobenzen, l-chlor-3-nitrobenzen, l-chlor-4-
nitrobenzen, 1- nebo 2- methylnaftalen, pyren, acenaftylen,
flurocanthen, fenanthren, benzo-(b)-fluoranthen, “
dibenzofuran, chrysen, katechol, m-toluylova kyselina,
acetat kyseliny skoficové, vanilin, trans- aldehyd kyseliny
skorficové, mesitylen, salicyldt, melamin, kyanuronova
kyselina, 6~(-)-limonen, hexadekan, methanol, formaldehyd a

chlorcoform,

6.1.5.1 Cisté izolaty ze smdsnych kultur

Byly izolovany a identifikovény nésledujici smésné

kultury oznaCené jako DAP 2 izolaci jednotlivych kolonii na
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médiu BACTO™ R2A doplnéném po 150 ppm nitrobenzenu,

naftalenu a toluenu.

Mikroorganismus DAP 623:

DAP 623 je gram negativni pchybliva ty&inka, obecné
malé jednotlivé tylinky, alkoliv byly pozorovany i péry.
Vybarveni miZe byt nerovnomérné a je pozorovana tvorba
urditych shlukdi. Kolonie na médiu BACTO™ R2A jsou bilé a%
krémovité. Navic tyto organismy mohou utilizovat
nésledujici latky: mesitylen, laktat, sukcinat, limonen,
m-toluylovou kyselinu, chlorbenzen, salicylat, 2-, 3-, a
4~chlortoluen, 2-, 3- a 4-chlorbenzoovou kyselinu a
1,3-dichlorbenzen jako jediny zdroj uhliku a energie. DAP

623 je dale charakterizovan v tabulce 8A.
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Tabulka B8A

Diferen&ni charakteristika
kataldza/oxidaza

utilizace citratu
t¥icukerny Zelezity agar

rist pri 15 °cC
25 °C
35 °C
41 °cC

utilizace: glukdza

‘ fruktébza
laktéza
mannitol
manndza
‘ 2-methylnaftalen

a-ketoglutarat
glyoxyléat
glutamat
ethanol
hexadekan

NO; ~» NO;

arginindekarboxyléaza

lysindekarboxylaza

ornithindekarboxylaza

hydrolyza Zelatiny

ureaza

odolnost vi&¢i antibiotiklm:
HgCl,
ampicillin
kanamycin
tetracyklin
spektinomycin
streptomycin

Vysledek
(+) /(=)
(+)
kyselina
z glukézy
(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(-)

(+)

(+)

(-)

(+)

(+)

(+)
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Mikroorganismus DAP 626:

DAP 626 je gram variabilni tyinka, kterd se 1i3i
velikosti a vyskytuje se jednotlivé i v parech. Je
pozorovan rlUst na flageldrnich deskdch, ktery naznaduje
flageldrni pohyblivost. Navic tyto organismy mohou
utilizovat nésleduijici latky: mesitylen, laktat, sukcinéat,
limonen, acetét kyseliny skorficové, katechol, m-toluylovou
kyselinu, chlorbenzen, 2-, 3~ a 4~chlortoluen, 2-, 3~ a
4-chlorbenzoovou kyselinu a 1,3-dichlorbenzen jako jediny
zdroj uhliku a energie. DAP 626 je didle charakterizovén
v tabulce 8B.




Tabulka 8B

- 49 -

Diferen&ni charakteristika

kataladza/oxidaza
utilizace citratu

t¥icukerny Zelezity agar

rist pfi

utilizace:

NO; — NO;

arginindekarboxyléza
lysindekarboxylaza

15 °C

25 °C

35 °C

41 °C

glukdza
fruktédza
laktéza
mannitol
manndza
2-methylnaftalen
a~ketoglutarat
glyoxylat
glutaméat
ethanol
hexadekan

ornithindekarboxylaza

hydrolyza Zelatiny

ureéza

cdolnost vi&i antibiotikim:

HgCl,
ampicillin
kanamycin
spektinomycin
streptomycin

Vysledek
(+) 7 (+)
(=)

vzniké H,S
(+)

(+)

(+)

(+)

(=)

(+)

~+

!

(
(
(
(
(

——

+ ¥ FEFF

i

-
-

—

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
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Mikroorganismus DAP 629:

DAP 629 je gram negativni mald pohybliva ty&inka,
skoro kokus. Kolonie na médiu BACTO™ R2A jsou bilé se
slabou fluorescenci. Navic tyto organismy mohou utilizovat
nésledujici latky: fluoranthren, mesitylen, laktét,
sukcindt, limonen, m-toluylovou kyselinu, chlorbenzen, 2-,
3- a 4-chlortoluen, 2-, 3- a 4~chlorbenzoovou kyselinu a
1,3-dichlorbenzen jako jediny zdroj uhliku a energie. DAP
626 je dale charakterizovan v tabulce 8C.
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Tabulka 8C
Diferenéni charakteristika Vysledek
katalaza/oxidaza (+) /7 (+)
utilizace citrétu (=)
t¥icukerny Zelezity agar bez fermentace
rist pfi 15 °C (+)

25 °C (+)

35 °C (+)

41 °C (=)
utilizace: glukédza (+)

fruktéza (-)

laktéza (=)

mannitol (=)

manndza (=)

2-methylnaftalen (=)

o-ketoglutarat (+)

glutamat (+)

ethanol (=)

hexadekan (=)
NO; ~» NO; (+)
arginindekarboxyléza (-)
lysindekarboxylaza (+)
ornithindekarboxyléaza (=)
hydrolyza Zelatiny (+)
ureéza (=)
odolnost vidi antibiotikim:

HgCl, (=)

ampicillin (R)

kanamycin ()

tetracyklin (=)

spektinomycin (=)

(=)

streptomycin
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Mikroorganismus DAP 632:

DAP 632 je gram variabilni pohybliva tenkéd tydinka,
vyskytujici se jednotlivé nebo v parech. Kolonie na médiu
BACTO™ R2A jsou krémové aZ naZloutlé. Navic tyto organismy
mohou utilizovat nésledujici latky: fluoranthren,
acenaftalen, mesitylen, laktéat, limonen, m-toluylovou
kyselinu, chlorbenzen, 2-, 3- a 4-chlortoluen, 2-, 3~ a
4-chlorbenzoovou kyselinu a 1,3-dichlorbenzen jako jediny
zdroj uhliku a energie. DAP 632 je dadle charakterizovén
v tabulce 8D.
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Diferen&ni charakteristika

kataldza/oxidaza
utilizace citrétu

tZicukerny Zelezity agar

rist pfi

utilizace:

NO; —» NO,

arginindekarboxyléza
lysindekarboxyléza

15 °C

25 °C

35 °C

41 °C

glukébza
fruktéza
laktéza
mannitol
manndza
2-methylnaftalen
a~ketoglutarat
glutamat
ethanol
hexadekan

ornithindekarboxyléaza

hydrolyza Zelatiny

ureaza

odolnost vi¢i antibjiotiklm:

HgCl1;
ampicillin
kanamycin
tetracyklin
spektinomycin
streptomycin

Vysledek
(+)/(-)

(+)

bez fermentace
(+)

(+)

(+)

(+)

i

H
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—
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Mikroorganismus DAP 115:

DAP 115 je gram negativni pohybliv4 ty&inka. Je
pozorovéan rust na flageldrnich deskach, coZ naznaduje
flagelarni pohyblivost. Kolonie na agaru BACTO™ R2A jsou
bilé, ale na nutriénim bujoénu jsou Zluté. Navic tyto
organismy mohou utilizovat nasledujici létky: benzo-(b)-
fluoranthren, fluoranthren, dibenzofuran, acenaftalen,
salicylé&t, laktat, sukcinat, glyoxylat, mesitylen,
vanilin, limonen, acetét kyseliny skoficové, katechol,
m-toluylovou kyselinu, chlorbenzen, 2-, 3- a 4-chlortoluen,
2-, 3- a 4-chlorbenzoovou kyselinu a 1,3~dichlorbenzen jako
jediny zdroj uhliku a energie. DAP 115 je déle

charakterizovédn v tabulce 8E.
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Tabulka 8E
Diferenéni charakteristika Vysledek
kataldza/oxidaza (+)/ (+)
utilizace citréatu ' (+)
tficukerny Zelezity agar je produkovan
H,S, kyselina a
plyn z glukébzy
riast pf¥i 15 °C (+/-)
25 °C -+
35 °C (+)
41 °C (+)
utilizace:’ glukdza (+)
fruktoéza (+)
laktéza (=)
mannitol (+)
manndza (+)
2-methylnaftalen (+)
a~ketoglutarat (+)
glutamét (+)
ethanol (=)
hexadekan (+)
NO; —> NO, (+)
arginindekarboxyléaza (=)
lysindekarboxyléza {=)
ornithindekarboxyléza (+)
hydrolyza Zelatiny (+)
uredza (+)
odolnost vi&i antibiotiklm:
HgCl, (R)
ampicillin (R)
kanamycin ' (R)
tetracyklin (R)
spektinomycin (R)
streptomycin (R)
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Mikroorganismus DAP 120:

DAP 120 je gram negativni pochybliva tyCinka. Je
pozorovan riist na flagel&rnich deskédch, coZ naznaluje
flageladrni pohyblivost. Navic tyto organismy mohou
utilizovat nésledujici latky: chrysen, pyren, laktét,
sukcinat, glyoxyléat, salicyléat, mesitylen, wvanilin,
limonen, acetat kyseliny skoficové, katechol, m~toluylovou
kyselinu, chlorbenzen, 2-, 3- a 4-chlortoluen, 2-, 3~ &
4-chlorbenzoovou kyselinu a 1,3-dichlorbenzen jako jediny
zdroj uhliku a energie. DAP 120 je dale charakterizovén
v tabulce 8F. h
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Tabulka 8F

Diferenéni charakteristika
kataldza/oxidéza
utilizace citrétu
t¥icukerny Zelezity agar
rist p¥i 15 °C
25 °C
35 °c
41 °C
glukdza
fruktédza
laktéza
. mannitol

utilizace:

manndza
2-methylnaftalen

a-ketoglutarat

glutaméat
ethanol
hexadekan
NO; — NO;
arginindekarboxyléza
lysindekarboxyléza

ornithindekarboxyléza

hydrolyza Zelatiny

uredza

odolnost vi&¢i antibiotikium:
HgCl,
ampicillin
kanamycin
tetracyklin
spektinomycin
streptomycin

Vysledek
(+)/ (+)
(+)
vznika H,S
(+)

(+)

(+)

(+)

{+)

(+)

(=)

(+)

(=)

(+)
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Nasledujici tabulka 8G ukazuje, Ze vySe popsané &isté

izolované ze smésné kultury oznalené DAP 2 jsou

schopny rlUstu pouze na Stanierové minimdlnim médiu, které

bylo doplnéno vidy 150 ppm nitrobenzenu, naftalenu a

toluenu. Kultury byly kultivovany pfi 25 a% 27 °C,

velikosti kolonii byly ur&ovény po 14 dnech. Hodnoty

odpovidaji prUméru péti paralelnich kolonii pro kaZdé

stanoveni.

Tabulka 8G

Kultura

DAP
DAP
DAP
DAP
DAP
DAP

626
115
632
623
120
629

Rist*

++

/4

++/+++
++
+/++3

++

Velikost kolonii
3,8 mm
5,0 mm
4,7 mm
4,0 mm

a

4,3 mm

* Rast hodnoceny jako ++++ bujny, +++ dobry, ++ dostatedny,

+ slaby, +/- nedostatecdny, - Zadny

® Narlist kmene DAP 120 byl velmi tenky, ale rychle se

rozprostirajici, proto nebyla moZnd pfesnd kvantifikace.

Nésledujici tabulka 8H ukazuje, Ze vySe popsané Cisté

kultury, izolované ze smésné kultury ozna&ené DAP 2 jsou

schopny utilizovat melamin jako zdroj dusiku, jak bylo

urceno velikosti kolonii téchto kultur. Kultury byly

kultivovadny na Stanierové minimdlnim médiu, které bylo

doplnéno vidy 150 ppm naftalenu a toluenu a 25 Ppm

melaminu jako bud jedinym zdrojem dusiku nebo doplndny

siranem amonnym (NH:),SO;. Kultury byly kultivovany pfi 25

aZz 27 °C, velikosti kolonii byly ur&ovéany po 7 dnech.

Hodnoty odpovidaji priméru péti paralelnich kolonii preo

kaZdé stanoveni.
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Kultura

DAP
DAP
DAP
DAP
DAP
DAP

626
115
632
623
120
629

s (NH;) 2SO,
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mm

2 mm

9 mm

bez
4,2
4,6
4,7
6,0
4,5
3,8

(NH;4) 2504
nm
mm

nm

6.1.6 Mikroorganismy, které nemohou rozkliddat nitrobenzen

Z kalt nebo pld obsahujicich nitrobenzen bylo

izolovéano a testovdno na schopnost aerobné& degradovat tuto

sloueninu mnoZstvi mikroorganismi. Byly identifikovény

nadsledujici kmeny, které nemohou degradovat nitrobenzen:

(1)

(3) Pseudomonas sp. DN-1018;

(5)

Pseudomonas sp. DN-1081;

Pseudomonas sp. DR-1111-1; a

1111-2.

6.2.

Zplsoby aerobniho rozkladu sloucenin

(4) Pseudomonas sp. DN-1019;

Pseudomonas sp. DR~

Pseudomonas sp. DN-1101-1;

Podle jednoho provedeni tohoto wvyndlezu je pfedkladan

zplisob aerobni degradace aromatickych a/nebo

substituovanych aromatickych sloufenin. Obecné& zpisob

pfedstavuje kontaktovani aromatické sloudeniny se smésnou

nebo ¢istou kulturou mikroorganismll, pri&emZ uvedené

mikroorganismy jsou vybrany ze skupiny obsahujici

mikroorganismy, které maji depozitni &islo ATCC 55644,
55648,
55722,

provedeni tohoto zplisobu je aerobné degradovana alespoii

55647,
557217,

55646,
55724 a 55725. V jednom

55649,
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jedna sloucenina vybrané Ze skupiny zahrnujici aromatické,
nitroaromatické, halogenaromatické, halogennitroaromatické,
alifatické nebo halogenalifatické sloudeniny. V jiném
praovedeni tohoto zplsobu je aerobn& degradovéna smés
alespoli dvou slouenin vybrangch ze skupiny zahrnujici
aromatické, nitroaromatické, halogenaromatické,
halogennitroaromatické, alifatické a halogenalifatické
sloudeniny. Zptsob mi¥e dale zahrnovat kultivaci
mikroorganisml v kontaktu s uvedenou slou&eninou /
slougeninami tak, Ze'aromaticka slouCenina nebo slougeniny
jsou degradované na produkty zahrnujici oxid uhli&ity a

vodu.

Podle dal3iho provedeni tohoto vynédlezu zplsob
zahrnuje pouZiti mikroorganismil vybranych ze skupiny
tvofené mikroorganismy, které maji depozitni &islo ATCC
55644, 55648, 55645, 55641, 55647, 55642, 55643, 55646,
55649, 55722, 55723, 55726, 55727, 55724 a 55725
k degradaci alespoi jedné aromatické, nitroaromatické,
halogenaromatické a/nebo halogennitroaromatické sloudeniny
v celkové koncentraci asi 10 ppm aZ 100 000 ppm na produkty
zahrnuiici oxid uhlidity a vodu bé&hem asi 2 aZ 72 hodin.

Ve vyhodném provedeni, jestliZe jsou napfiklad
pfitomny aromatické slouleniny obsahujici dusik, jsou
degradovény na produkty zahrnujici oxid uhli&ity a vodu a
sloudeniny obsahujici dusik, které vykazuji malou nebo

Zadnou hrozbu pro biosféru.

Jak bylo vy3e uvedeno, aromatické, nitroaromatické,
halogenaromatické, halogennitroaromatické, alifatické a
halogenalifatické sloufeniny, které jsou degradoviny podle
vynédlezu, zahrnuji, ale nejsou omezeny na slouCeniny, jako

je benzen, toluen, xylen, ethylbenzen, naftalen,
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chlorbenzen, fenol, kresol, nitrobenzen, anilin, anthracen,
dimethylfenol, styren, halogennaftalen, 2-, 3= nebo
4-chlortoluen, 2-, 3~ nebo 4~ chlbrbenzoét,
1,3~-dichlorbenzoéat, 1,2-, 1,3~ nebo 1,4~-dinitrobenzen,
l~chlor-3-nitrobenzen, l-chlor-4-nitrobenzen, 1- nebo

2~ methylnaftalen, pyren, acenaftylen, fluroanthen,
fenanthren, benzo-{b)-~fluoranthen, dibenzofuran, chrysen,
katechol, m~toluylovad kyselina, acetédt kyseliny skorficove,
vanilin, trans- aldehyd kyseliny skoficové, melamin,

kyanuronovi kyselina, mesitylen a salicylat.

Podle jiného provedeni vynédlezu je pfedkladén zplisob
aerobni degradace alifatickych sloudenin. Tyto alifatické
sloudeniny zahrnuji ale nejsou omezeny na 6-(~)-limonen,
hexadekan, methanol, formaldehyd a chloroform. Obecné
zpusob pfedstavuje kontaktovani alifatickych nebo
haleogenalifatickych sloucenin nebo smési uvedenych
slouenin s mikroorganismy, pficemZ uvedené mikroorganismy
maji depozitni &islo ATCC 55644, 55648, 55645, 55641, ‘
55647, 55642, 55643, 55646, 55649, 55722, 55723, 55726,
55727, 55724 a 55725, Zplsob miZe dale zahrnovat kultivaci
mikroorganismit v kontaktu s uvedenou slouleninou nebo smési
slouenin tak, Ze uvedend sloulenina nebo smé&s sloulenin je

degradovédna na produkty zahrnujici oxid uhlic¢ity a vodu.

Mikroorganismy mohou degradovat vysoké koncentrace
sloudenin, které maji byt degradovany tak, Ze vysoké

koncentrace neinterferuji se skute&nou degradaci.

Tyto metody mohou déle zahrnovat monitorovéni
odstrafiovani pfislusnych aromatickych nebo alifatickych
slouenin nebo slouleniny. Napriklad mé&feni absorpce
kysliku nebo uvoliiovani oxidu uhlic¢itého miZe byt pouZito

k monitorovéani degradace prisludné sloucdeniny nebo
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sloudenin. Navic je k zhodnoceni trovné biologické aktivity

vhodné pH a/nebo pufrovaci kapacita.

Slouleniny, které maji byt degradovany, mohou byt
v pevné, kapalné a/nebo plynné form&. Pokud je sloulenina
v plynné a/nebo kapalné formé&, mbGZe byt sorbovéna na

materidlu, jako je pevné latka.

V idedlnim pfipadé, kdyZ metoda zahrnuje kultivovéani
mikroorganismf, podminky kultivace by mé&ly byt takové, Ze
se podporuje bakteridlni ritst, napfiklad pH mezi 3,0 a
11,0, vyvhodné mezi 6,0 a 8,0; teplota mezi 4 °C a 41 °C,
vyhodn& mezi 4 °C a 40 °C; tlak rozpu3téného kysliku mezi
0,1 % a 100 %, vyhodné mezi 4 % a 80 %, =zvlasté vyhodné
mezi 4 % a 40 % nasyceni, kdy kyslik miZe byt dodavéan
pouZitim kompozice obsahujici kyslik nebo uvolifiujici
kyslik. Kyslik obsahujici nebo kyslik uvoliiujici kompozici
miZe byt vzduch, &isty kyslik, peroxid, nebo jiné

peroxyslouceniny, které uvolniuji kyslik, nebo jejich smési.

Kultivaéni medium miZe byt dédle michédno nebo nemusi
byt michédno, s pozitivnim tlakem rozpuSténého kysliku nebo
bez, a déale miZe nebo nemusi byt doplné&no Zivinami
k udrZeni optimélniho poméru uhlik : dusik : fosfor mezi
10 : 1 : 0,1 a50:1: 1, vihodng 25 : 1 : 0,1. Ve
vyhodném provedeni je limitujicim prvkem bakteridlniho

ristu pouze uhlik.

Podle tohoto vyndlezu miZe byt pouZita jakdkoli metoda
kontaktu mikroorganisml s kompozici obsahujici jakoukeoli
nebo vice vysde uvedenych sloucenin nebo jejich smési. Tyto
metody kontaktovani zahrnuji ale nejsou omezeny na kontakt
in situ, napfiklad v prostfedi kontaminovaném takovou
sloucdeninou nebo jejich smési, kontakt v uzaviené nadobé

nebo kontejneru atd.
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6.3, Systém fluidni féze pro aerobni reakci sloucenin

Podle jiného provedeni vynédlezu jsou pfedkladany
systémy ve fluidni fazi a zplsoby pro aerobni reakci
slouenin. Obecné fluidni fézové systémy predstavuiji
konverzi elastomerni pevné latky nebo kalu na fluidni
kompozici vhodnou pro aerobni reakci organickych sloulenin
obsaZenych v elastomerni pevné latce nebo kalu. Aerobni
reakce, pro které jsou vhodné fluidni kompozice, zahrnuji
syntetické stejné jako degradativni reakce, které probihaji

vyhodné za aerobnich podminek.

Zplsob pfipravy fluidni kompozice vhodné pro aerobni
reakci zahrnuje kroky: a) partikularizace elastomerni pevné
latky nebo kalu obsahujiciho organickou slouceninu; a b)
kontaktovéni partikularizované pevné latky nebo kalu
v naddobé s proudem tekutiny vybrané ze skupiny zahrnujici
kyslik, kyslik obsahujici plyn, v&etn& vzduchu, vodu a
vodny roztok tak, Ze je partikularizovanad pevnd latka nebo
kal suspendovan v proudu tekutiny za vzniku fluidni
kompozice vhodné pro aerobni reakci organické slouéeniny

oObsaZené v pevné latce nebo kalu.

Elastomerni pevn& latka nebo kal mohou byt
partikularizovany smé3ovanim elastomerni pevné latky nebo
kalu, napfiklad v kolovém mlyné&, lopatkovém smé&Sovadi nebo
v Znekovém sméSovacli. Velikost partikularizovného materidlu
se bude 1i8it v zavislosti na mnoZstvi faktorh, vdietné
takovych, jako je velikost lopatek mlynu nebo smé&3ovade,
vzdédlenost mezi lopatkami a sténou mlyna nebo smé&3ovade,
mnoZstvi ¢inidla proti slepovéani, pokud se pfidava, a

stupennl a rychlost smé&3ovani.

Zplisob miZe dale zahrnovat smé&Sovani elastomerni pevné

latky nebo kalu s ¢inidlem proti slepovani bud soucasné




nebo nasledné po kroku a). V jednom provedeni je &inidlo
proti slepovani vybréano ze skupiny zahrnujici jily,
nakrajené, nasekané nébo jinak jemné rozdélené organické

" materidly, préskovité anorganické soli a kamenny préaSek.
V alternativnim provedeni je <¢inidlo proti slepovani
vybrano ze skupiny zahrnujici prédZkové vapno, portlandsky
cement, bentonitovou hlinku, piliny, infuzoriovou hlinku,

praskovité klasy a jejich smési. Cinidlo proti slepovani

X

maZe byt pouZito v rozsahu od asi 2 do 100 %

(hmotn./hmotn.).

Ve zvlaStnim provedeni tohoto zplsobu podle vynédlezu
je fluidni kompozice pouZita k &astedné konverzi aromatické
slouCeniny na cis-cis mukonét, ktery je vhodny k pfipravé
uZitenych polymert. V alternativnim zvla3tnim provedeni
zplisobu podle vynédlezu fluidni kompozice zahrnuje kompozice
obsahujici uhlovodiky jako jsou pryskyfi&né vyrobky,
napfiklad a~pinen a/nebo B-pinen a ¢inidlo proti slepovani.
Fluidni kompozice sé vyhodné pouZiva jako okysliceného

paliva, které m& za nésledek Cist8i zplodiny.

V jiném zvlaStnim pripadu provedeni tohoto vyﬁélezu je
fluidni kompozice pouZita pro reakci, kterad zahrnuje
aerobni degradaci organické slouceniny vybrané ze skupiny
zahrnujici aromatické, nitrocaromatické, halogenarqmatické,
halogennitroaromatické, alifatické nebo halogenalifatické
slouCeniny. Napf¥iklad fluidni kompozice obsahujici
partikularizovany kal obsahujici nitrobenzen, suspenované
v proudu vody nebo vodném roztoku je kontaktovana za
aerobnich podminek s mikroorganismy vybranymi ze skupiny
tvorené mikroorganismy, které maji depozitni &islo ATCC
55644, 55648, 55645, 55641, 55647, 55642, 55643, 55646,
55649, 55722, 55723, 55726, 55727, 55724 a 55725 tak, Ze
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nitrobenzen ve fluidnich kompozicich je degradovan na
produkty obsahujici oxid uhli&ity a vodu. Obrazek 1 b
pfedstavuje schéma jednoho systému fluidni faze vhodného
pro tento zplsob podle vyndlezu. Ilustruije systém pro
dodavani energie ve formé mechanické energie pro vznik

suspenze.

Podle jiného provedeni tohoto vynédlezu jsou
pfedklédény systémy fluidni faze a zplsoby aerobni
degradace slouenin. Vytvari se fluidni faze, ktera
pfedstavuje suspenzi vytvorenou napriklad z pevné latky,
pudy, a/nebo kalu. Suspenze jsou pouZity napfiklad pro

zpracovéni’arématickych, nitroaromatickych,

halogenaromatickych, halogennitroaromatickych, alifatickych

‘nebo halogenalifatickych sloulenin v pevnych léatkéach,
ptddch a/nebo kalech pomoci mikroorganismi, které mohou

plsobit na tyto slouceniny.

Fluidni féze, kterd pfedstavuje suspenzi, miZe byt

tvorena bud z neeslatomernich nebo elastomernich pevnych

latek, kallli nebo pad. Tyto suspenze jsou pouZity k aerobni

degradaci aromatické nebo alifatické slouleniny nebo jejich

smési obsaZené v uvedené pevné latce, kalu nebo pldé.

Priprava suspenzi podle tohoto vyndlezu za pouZiti
elastomernich pevnych latek, kalll a/nebo pld je zvlasté

vyhodna pro aerobni degradaci aromatickych nebo

alifatickych sloulenin obsaZenych v takovychto kompozicich

za pouZiti mikroorganismil uvedenych v této prihlaice.

Priprava suspenzi, stejné jako systémy a zplisoby pro

aerobni degradaci pomoci mikroorganisml za pouZiti

suspenzi, je popsédna v ndsledujicich podkapitoléach.
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6.3.1. Pfiprava suspenznich féazi

Priprava suspenznich fédzi vhodnych pro toto provedeni
je schematicky ilustrovana na obrazku 2a - b. Obrazek 2a
ilustruje tvorbu suspenze za pouZiti neelastomerni pevné
l4tky, kalu nebo puady. Tento zplsob zahrnuje a)
kontaktovani uvedené pevné latky nebo kalu s vodou nebo
vodnym roztokem; a b) zavedeni energie do uvedené kombinace
pevnad latka nebo kal/vodna v nadobé& tak, Ze uvedend& pevnéa

latka nebo kal je fluidizovana na suspenzi.

Energie miZe byt zavedena napr¥iklad zavedenim
mechanické energie, napfiklad mich&nim; zavedenim akustické
energie; napriklad zavadénim akustickych vlin do materidlt
suspenze; nebo zavadénim elektrického nebo
elektrostatického pole. Obrazek la také ilustruje jeden
pfikladny zplisob provedeni vynédlezu, ve kterém je zavadéna

mechanickd energie, napfiklad michéanim.

Jak je uvedeno na obrazku 2a, pH uvedené suspenze mlZe
byt upraveno smérem k neutrédlnimu, pokud je to nezbytné,
napriklad pokud se ma suspenze kontaktovat s mikroorganismy
k degradaci slouleniny nebo smési sloulenin v uvedené

suspenzi.

Obrazek 2b ilustruje tvorbu suspenze z elastomerni
pevné latky, kalu nebo pludy. V jednom alternativnim
provedeni metoda zahrnuje a) smiché&ni elastomeni pevné
latky nebo kalu s vodou nebo vodnym roztokem; b) zavedeni
energie do uvedené kombinace elastomerni pevnad latka nebo
kal/voda, takZe uvedend pevnd latka nebo kal je
fluidizové&na na suspenzi; a c) oddéleni uvedené suspenze od
jakékoli rezidudlni elastomerni pevné latky nebo kalu.
Separace mlZe byt provedena napfiklad dekantaci suspenze od

rezidudlniho elastomeru. Alternativné zptsob zahrnuje a)
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smichini elastomerni pevné latky nebo kélu s Cinidlem proti
slepovani za vzniku kombinace pevnd l&tka nebo kal/Cinidlo
proti slepovani; b) smiseni uvedené kombinace pevnad léatka
nebo kal/Cinidlo proti slepovani s vodou nebo vodnym
roztokem; a c¢) zavedeni energie do uvedené vodné kombinace
pevnd latka nebo kal/&inidlo proti slepovani tak, Ze
uvedend nelepivad pevnd latka nebo kal je fluidizovéna na
suspenzi. Zplsob miZe déle zahrnovat michéni uvedené
kombinace pevn& létka nébo kal/&inidlo proti slepovéni za
vzniku nelepivé pevné latky nebo kalu. V jesté dalsi
alternativé zplsob zahrnuje a) smé&Sovéani elastomerni pevné
latky nebo kalu s ¢inidlem proti slepovani a vodou nebo
vodnym roztokem; a b) zavadéni energie do uvedené smési
vytvorené v kroku a) tak, Ze uvedenid elastomerni pevna

lédtka nebo kal je fluidizovéana na suspenzi.

Energie miiZe byt zavedena napfiklad zavedenim
mechanické energie, napfiklad michénim; zavedenim akustické
energie, napriklad akustickych_vln do suspenznich
materidl?; nebo zavedenim elektrického nebo
elektrostatického pole. Obréazek la ilustruje jedno
prikladné provedeni vynalezu, ve kterém je zavedena

mechanické energie napfiklad michanim.

Vhodnéd ¢inidla proti slepovéani pro pfipravu suspenze
podle vynalezu zahrnuji, ale nejsou limitovéna na, jily,
drcené, roz¥ezané nebo jinak jemné rozdé&lené organické
materidly, praskové anorganické soli a kamenny prach. Dal3i
vhodna Cinidla proti siepovéni zahrnuji prédkové vapno,
portlandsky cement, bentonitovou hlinku, piliny,

infuzoriovou hlinku, praSkové klasy a jejich smé&si.
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Vodné roztoky pouZité k pripravé suspenze podle
vyndlezu mohou byt filtradty po predtim provedeném

biologickém Ei&téni v suspenzni fézi, jak je zde popséno.

Jak je uvedeno na obréazku 2b, kterékoli
z alternativnich provedeni vySe popsanych mohou dale
zahrnovat uUpravu pH uvedené suspenze k neutrélnimu, pokud

je to poZadovano.

VySe popsané zplUsoby tvorby suspenzni faze

z elastomerni pevné latku, kalu nebo pldy obsahujicich
aromatickou nebo alifatickou sloudeninu nebo jejich smés
jsou zv1lasté thodné, protoZe tyto suspenze, které mohou
zahrnovat asi 45 % (hmotn./hmotn.) ptvodni elastomerni
pevné latky nebo kalu, jsou vhodné ve zplisobech ve fluidni
fédzi pro aerobni degradaci uvedenych sloulenin nebo jejich
smésil Pred timto vynélezem nebylo moZné zpracovani téchto

elastomernich materidld v suspenzni fazi.

Suspenze jsou tak vhodné pro zplsoby biologického
¢isténi, ve kterych jsou aerobné zpracovény pevné latky,
kaly, pudy nebo jiné odpadni materidly, ve kterych.jsou
obsaZeny aromatické, nitroaromatické, halogenaromatické,
halogennitroaromatické, alifatické nebo halogenalifatické

slougeniny nebo sloulenina nebo jejich smési.

JestliZe jsou v téchto pevnych latkach, kalech, ptdach

nebo jinych odpadnich materidlech obsaZeny t&kavé

sloueniny, mohou byt odstranény stripovanim z materidluq,

b&hem smé&Sovani s Cinidlem proti slepovani. Proto mohou byt

tyto kroky provéadény takovym zplsobem, Ze tékavé latky jsou

zachycovany naptfiklad v biofiltru. Jakmile jsou zachyceny
v biofiltru, tékavé latky mohou byt zpracovany

mikroorganismy, jak je popséno niZe v kapitole 6.5.
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6.3.2. Mikroorganismy/inokulum pro degradaci v suspenzni
fazi

Cisté kultury mikroorganisml nebo sm&sné kultury
mikroorganismi vybranych z téch, které jsou popsény ve vyse
uvedené kapitole 6.1, byly pouZity jako inokulum pro
zplUsoby vyuZivaijici suspenzni fazi. PouZité mikroorganismy
byly vybradny na zakladé jejich schopnosti aerobné
degradovat poZadovanou pritomnou sloudeninu nebo smés

slougenin v konkrétni suspenzi.

Mikroorganismy byly indukovany, jak bylo vySe popséano
v kapitole 6.1, jejich kultivaci napriklad na médiu, které
obsahovalo jako jediny zdroj Zivin slouleninu / sloueniny,

které mély byt degradovany.

Alternativné mtZe byt pouZito jako inokula pro zplsob
v suspenzni fazi zbylych pevnych latek z dfive provadéného
biocologického &isténi v Suspenzni fazi, které obsahuji jiZ
indukované mikroorganismy. Tak napf¥iklad poté, co byla
suspenze biologicky preCisténa, miZe byt filtrovana.
Filtrat mbZe byt pouZit pro pfipravu daldi supenze.a
odvodnéné zbylé pevné reziduum, nazyvané ,filtradni kolac",
které jiZ obsahuje indukované mikroorgaismy, je pfidéno do

suspenze, kterd md byt biologicky preliiténa.

JestliZe je pouZit filtradni koléd& jako zdroj smé&sné
kultury inokula, Jje pouZito napfiklad 200 aZ 600 graml
filtraéniho kolé&le a vyhodné mezi 350 aZ 450 gramy
filtracéniho koléace, k nastartovéni 4 litrové varky. Jakmile
byla aromatickd nebo alifatické& slouenina nebo jejich smés
degradovana, obsah 4 litrové varky miZe byt pouZit jako
zdroj inokula pro 10 galonovou varku, a ta pak miZe byt

pouZita pro iniciovéni 150 galonové varky. Tato technika
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miZe byt rozdifena a extrapolovana pro pripravu inokula pro

stale vét$i reaktory.

JestliZe neni filtradni kola¢ dostupny, inokulum miZe
byt znovu ziskédno pouZitim uloZenych kultur mikroorganismy,
které jsou popsédny v kapitole 6.1.1 aZ 6.1.4, k zaolkovéani
nékolika desek uloZenymi mikroorganismy. Desky obsahujici
Stanierovo minimdlni medium doplnéné prisludnym uhlovodikem
/ uhlovodiky je poté inkubovano pfi 25 °C. Po narlstu
kultur jsou desky opléchnuty 5 aZ 10 ml Stanierova
minimdlniho media. Oplachy jsou shromaZdovany a pouZity
k zao&kovéni série dvoufézovych banék s mediem doplnénym
agarem a prisludnym uhlovodikem / uhlovodiky, a 50 ml
kapalného media stejného sloZeni. Po ndrlstu zaolkovanych
mikroorganismii v dvoufazové bafice je povrch vrstvy agaru
oSkradban pro odstranéni bunék. Kapalnid vrstva ze 4 banék
miZe byt pouZita k zaolkovani Ctyflitrové nédoby. Od tohoto
bodu je dalSi propagace identickd s tou, kterd je pouZita v

pfipadé, kdy je pouZit jako zdroj inokula filtradni kolaé&.

6.3.3. ZpUsoby v suspenzni fédzi a parametry biologického

zpracovani

Podle tohoto vynédlezu zplsob biologického &igténi
v suspenzni fézi pevnych latek, kall nebo pld obsahujicich
alespofi jednu sloueninu nebo smés alespoil dvou sloulenin
vybranych ze skupiny’ zahrnujici aromatické,
nitroaromatické, halogenaromatické, halogennitroaromatické,
alifatické a halogenované alifatické slouleniny zahrnuje a)
Upravu pH suspenze k neutrdlnimu pH, pokud je to treba; a
b) kontaktovani uvedené suspenze s mikroorganismy, pricemZ
uvedené mikroorganismy jsou ¢lenem skupiny zahrnujici

mikroorganismy majici depozitni &islo ATCC 55644, 55648,



»
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55645, 55641, 55647, 55642, 55643, 55646, 55649, 55722,
55723, 55726, 55727, 55724 a 55725. Zplsob mlZe dale
zahrnovat kultivaci uvedenych mikroorganismi s uvedenou
suspenzi tak, Ze uvedend sloucenina je degradovana na
produkty zahrnujici oxid uhlic¢ity a vodu. Zplsob miZe byt

provadén v nadobé, jako je bioreaktor.

Jiny zplUsob biologického ¢isténi pevnych létek, kall
nebo pld v suspenzni fazi obsahujicich alespoil jednu
slou€eninu nebo smés alespofl dvou sloulenin vybranych ze
skupiny zahrnujici aromatické, nitroaromatické,
halogenaromatické, halogennitroaromatické, alifatické a
halogenované alifatické slouleniny zahrnuje a) smichéni
uvedené pevné latky nebo kalu s vodou nebo vodnym roztokem;
b) zavedeni energie do uvedené kombinace pevnéd latka nebo
kal/voda v nadobé& tak, Ze uvedend pevnd latka nebo kal je
fluidizovan na suspenzi; c¢) upravu pH uvedené suspenze,
pokud je to tfeba; a d) kontaktovani uvedené neutralni
suspenze s mikroorganismy, pricemZ uvedené mikroorganismy
jsou ¢lenem skupiny zahrnujici mikroorganiémy majici
depozitni &islo ATCC 55644, 55648, 55645, 55641, 55647,
55642, 55643, 55646, 55649, 55722, 55723, 55726, 55727,
55724 a 55725, Energie miZe byt zavedena za pouZiti
jakékoli metody pro tvorbu suspenze zmiflované v kapitole
6.3.1. Zplsob miZe dale zahrnovat kultivaci uvedenych
mikroorganism s uvedenou suspenzi tak, Ze uvedend
slouCenina je degradovéna na produkty zahrnujici oxid

uhlic¢ity a vodu.

JestliZe je pevnou latkou, kalem nebo pldou dehtovité
nebo elastomerni pevnéd latka, kal nebo plda, zplsob
zahrnuje a) smichéni uvedené pewvnad latky nebo kalu s vodou

nebo vodnym roztokem; b) zavedeni energie do uvedené
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kombinace pevnd latka nebo kal/voda v nddobé tak, Ze
uvedend pevnd latka nebo kal je fluidizovan na suspenzi; c¢)
oddéleni uvedené supspenze od jakékoli reziduélni
elastomerni pevné latky nebo kalu; d) upravu pH uvedené
suspenze, pokud je to tfeba; a e) kontaktovani uvedené
neutrdlni suspenze s mikroorganismy, pridemZ uvedené
mikroorganismy jsou &€lenem skupiny zahrnujici
mikroorganismy majici depozitni &islo ATCC 55644, 55648,
55645, 55641, 55647, 55642, 55643, 55646, 55649, 55722,
55723, 55726, 55727, 55724 a 55725. Energie miZe byt
zavedena za pouZiti jakékoli metody pro tvorbu suspenze
zminované v kapitole 6.3.1., Navic zplsob miZe také
zahrnovat postupné prfidadvani rezidudlni elastomerni pevné
latky nebo kalu do neutralni suspenze v kontaktu '

s uvedenymi mikroorganismy v kroku e).

JestliZe pevn& latka, kal nebo plda, které maji byt
zpracovany v suspenzni fazi, je dehtovitd nebo elastomerni
pevnd latka, kal nebo plida obsahujici alespofi jednu
slougeninu nebo smés sloulenin vybranych ze skupiny
zahrnujicl aromatické, nitroaromatické, halogenaroﬁ%tické,
halogennitroaromatické, alifatické a halogenované
alifatické sloucgeniny, zplsob zahrnuje}alternativné a)
smichani uvedené elastomerni pevné latky nebo kalu
s ¢inidlem proti slepovani; b) smichani uvedené kombinace
pevnd latka nebo kal / &inidlo proti slepovéni za wvzniku
nelepivé pevné latky nebo kalu; c¢) smichani uvedené
nelepivé pevné latky nebo kalu s vodou nebo vodnym
roztokem; d) zavadéni energie do uvedené nelepivé pevné
latky nebo kalu tak, Ze uvedend nelepivé pevnéd latka nebo
kal je fluidizovan na suspenzi; e) Upravu pH uvedené
suspenze k neutrédlnimu pH, pokud je to tfeba; a f)

kontaktovani uvedené neutrdlni suspenze s mikroorganismy,
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priCemZ uvedené mikroorganismy jsou Clenem skupiny
zahrnujici mikroorganismy majici depozitni &islo ATCC
55644, 55648, 55645, 55641, 55647, 55642, 55643, 55646,
55649, 55722, 55723, 55726, 55727, 55724 a 55725. Energie
niZe byt zavedena za pouZiti jakékoli metody pro tvorbu
suspenze zminované v kapitole 6.3.1. Zplsob miZe déale
zahrnovat kultivaci uvedenych mikroorganismd s uvedenou
suspenzi tak, Ze uvedend slouclenina je degradovéna na

- produkty zahrnujici oxid uhlicity a vodu.

Jiny zplsob biologického &isténi pevné latky, kalu
nebo ptady v suspenzni fazi, kdyZ je pevna latka, kal nebo
plida dehtovitd nebo elastomerni pevnd latka, kal nebo puda
obsahujici alesponl jednu sloucdeninu nebo smé&s sloulenin
vybranych ze skupiny zahrnujici aromatické,
nitroaromatické, halogenaromatické, halogennitroaromatické,
alifatické a halogenované alifatické slouleniny, zahrnuje
a) smichani elastomerni pevné latky nebo kalu s ¢inidlem
proti slepovédni a s vodou nebo vodnym roztokem za vzniku
smé&si; b) zavedeni energie do uvedené smési vytvorené
v kroku a) tak, Ze uvedena elastomerni pevna latka, kal
nebo plda je fluidizovéna na suspenzi; c¢) Upravu pH uvedené
suspenze k neutrélnimu pH, pokud je to tfeba; a d)
kontaktovani uvedené neutrdlni suspenze s mikroorganismy,
pficemZ uvedené mikroorganismy jsou Clenem skupiny
zahrnujici mikroorganismy majici depozitni &islo ATCC
55644, 55648, 55645, 55641, 55647, 55642, 55643, 55646,
55649, 55722, 55723, 55726, 55727, 55724 a 55725. Energie
miZe byt zavedena za pouZiti jakékoli metody pro tvorbu
suspenze zmiflované v kapitole 6.3.1. Zpisob miZe dale
zahrnovat kultivaci uvedenych mikroorganismi s uvedenou
suspenzi tak, Ze uvedend sloucCenina je degradovéana na

produkty zahrnujici oxid uhli&ity a vodu.
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Dehtovitd nebo elastomerni pevnd latka, kal nebo plda
v jakékoli z vyS8e uvedenych metod miZe byt rezidudlni
elastomerni pevna latka, kal nebo pida vytvorend, jak je
popséano podle zplsobu podle vynédlezu. V kaZdém pripadé miZe
rezidudlni elastomerni pevnad latka, kal nebo dehet
obsahovat velmi vysoké koncentrace sloulenin, které mohou

byt t&inn& degradovany podle zplsobll podle tohoto vynélezu.

V jednom provedeni je sloulenina obsaZend v pevné
latce, kalu, pGdé nebo jiném odpadnim materidlu vybréna
z benzenu, toluenu, xylenu, ethylbenzenu, naftalenu,
chlorbenzenu, fenolu, kresolu, nitfobenzenu, aniliﬁu,
anthracenu, dimethylfenolu, styrenu, halogennaftalenu, 2-,
3- nebo 4-chlortoluenu, 2-, 3- nebo 4- chlorbenzoétu,
1,3-dichlorbenzoatu, 1,2-, 1,3- nebo 1l,4-dinitrobenzenu,
l-chlor-3-nitrobenzenu, l-chlor-4-nitrobenzenu, 1l- nebo
2-methylnaftalenu, pyrenu, acenaftylenu, fluoranthenu,
fenanthrenu, benzo-(b)~-fluoranthenu, dibenzofuranu,
chrysenu, katecholu, m-toluylové kyseliny, acetétu kyseliny
skorficové, vanilinu, trans- aldehydu kyseliny skoficové,
mesitylenu, salicylatu, melaminu, kyanuronové kysefiny,
d- (=) -limonenu, hexadekanu, methanolu, formaldehydu a

chloroformu nebo smési uvedenych sloucdenin.

Vhodné ¢inidla proti slepovani jsou vybrana z jild,
rezanych, sekanych nebo jinak jemné rozdé&lenych organickych
latek, praskovych anorganickych soli a kamenného prachu.
Alternativné jsou ¢inidla proti slepovani vybréna z
préaskového vapna, portlandského cementu, bentonitového
jilu, pilin, infuzoriové hlinky, préaskovitych klast a
jejich sm&si. V jiném provedeni je sloudenina vybréna

z methanolu, formaldehydu nebo chloroformu.
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Podle vyhodného provedeni je ¢inidlo proti slepovéani
vybréano z anorganickych &inidel, jako je kamenny prach,

infuzoriova hlinka atd.

Smés suspenze / mikroorganismy je udrZovéana za
podminek, které umoZiiuji ridst bakterii a biodegradaci
Zaddané slouleniny / sloucenin. Obecné&, by mély bYtlpodminky
takové, Ze je podporovan bakteridlni rGst, napfiklad pH
mezi asi 3,0 a 11,0, vyhodné mezi 6,0 a 8,0; a teplota mezi
asi 4 °C a 41 °C, vyhodné& mezi 15 °C a 37 °C. Tlak
rozpuSté&ného kysliku by mél byt mezi asi 0,1 % a 100 %,
vyhodné mezi 4 % a 80 %, vyhodné&ji mezi 4 % a 30 %. Tlak
rozbuéténého kysliku miZe byt monitorovan a udrZovéan
v Zadanych mezich dodadvanim kysliku ve formé& wvzduchu,
¢istého kysliku, peroxidu, a/nebo jinych peroxidovych
kompozic, které uvoliiuji kyslik. Smé&s mliZe byt michana nebo
nemusi byt michéna, miZe byt vytvafen pozitivni tlak |
rozpudténého kysliku nebo ne, a zésobni Ziviny mohou nebo
nemusi byt p¥idavény k udrZeni optimdlniho pomé&ru uhlik‘:
dusik : fosfor mezi asi 10 : 1 : 0,1 a 50 : 1 : 1, thodné
25 : 1 : 0,1, tak, Ze pouze uhlik je limitujici pro
bakteridlni rUst. Navic mbZe byt pfiddn ve vodé& rozpustny
polymerni koagulant / flokulant jako je MAGNIFLOC® 591¢C,
kvarterni amoniovy kationtovy polymer o molekulové
hmotnosti asi 300 kD aZ 500 kD (Cytec Industries, West
Paterson, NJ) pro zlep3eni filtrovatelnosti a usazovacich
vlastnosti pevnych latek v bioreaktoru se suspenzni fazi.
Usazené pevné latky mohou byt pouZity jako inokulum pro

nésledny proces bioremediace (biologického &i3téni).

V rliznych casovych bodech se mohou odstranit pevné
latky nebo kapaliny, napfiklad extrakci pomoci

methylenchloridu : methanolu (90 : 10) nebo pomoci
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metodologie EPA pro TCLP nebo TCL, a mérenim koncentrace
vybranych sloulenin / vybrané slouleniny pomoci plynové

chromatografie.

6.3.4. Pracovni postup

Zplsoby aerobni reakce sloudenin ve fluidni fazi
v tomto vyndlezu mohou by provadény fadou zpusobu, které
zahrnuji vsadkovy zplsob, sekvendni vsadkovy zplsob a
kontinuédlni nebo semikontinué&lni zptisob. Tfi zplsoby préce
jsou popsany niZe v pracovnich postupech pro zplsoby
aerobni degradaci aromatickych nebo alifatickych sloucenin
nebo jejich smési v suspenzni fazi; av3ak tyto niZe
popsané pracovni postupy mohou byt pouZity také pro zplsoby
aerobni reakce organické sloucCeniny ve fluidni kompozici,

jak bylo popséno vyse.

Ve vSech trech pracovnich postupech mohou byt vzorky
obsahu periodicky odebirdny k monitorovani degradace Zadané
slouCeniny nebo sloulenin. Navic pohyb nebo michéni obséhu
reaktoru miZe vyvolavat pénéni. V té&chto pripadech“mohou
byt pfidédna odpénovadla k zabrénéni pénéni. Vhodnéi
odpénovadla zahrnuji napfiklad odpéfiovaci emulze obsahujici
kfemik (napfiklad Dow ANTIFOAM-A®; ¢inidlo proti pé&néni na

bazi krfemiku).

6.3.4.1. Vsadkovy zplsob

Vséadkovy zp&sob Zahrnuje umisténi suspenze obsahujici
slouCeninu nebo smés alesponl dvou sloucenin vybranych ze
skupiny zahrnujici aromatické, nitroaromatické,
halogenaromatické, halogennitroaromatické, alifatické a

halogenované alifatické sloueniny do néadoby, jako je
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bioreaktor, zaolkovani indukovanymi mikroorganismy, Jjak je
popsdno v kapitole 6.1.1 aZ 6.1.4, a inkubaci smési kultury
mikroorganismit tak, Ze je degradovéna aromatickd nebo
alifatickd sloulenina nebo sloueniny. Po pfedem urcené
dobé& je inkubace zastaveﬁa a obsah je odstranén a pevné
latky jsou oddéleny od kapaliny pomoci filtrace. Poté se
mohou odebrat vzorky jak z pevné tak kapalné faze, které
jsou déle zkoumény, napriklad pomoci TCLP nebo plynovou
chromatografii, aby se posoudila koncentrace slouleniny /
sloudenin k potvrzeni, Ze slouenina / sloudeniny byla /
byly degradovana / degradovany. Pevné latky z reaktoru jsou
nasledné odvodnény a mohou byt dale zpracovany napriklad
jako zavaZka nebo mohou byt pouZity jako bakteri&lni
inokulum pro dal3i varku. Ve vsadkovém zplisobu je odvodnéné
pevné reziduum znovu pridédno v mnoZstvi asi 2 % aZ 40 %
hmotnostnich nebo objemovych, vyhodné asi 5 % aZ 20 %. (viz

napriklad obrazek 1c).

Obréazek lb ilustruje typické sloZeni reaktoru, kte;ého
ntZe byt uZito pro vsadkovy zpﬁsob stejné jako pro jiné
zpUsoby préce, které jsou popsény niZe. Neutralizované
suspenze a inokulum jsou umistény v bioreaktoru. Do
reaktoru miZe byt vhanén vzduch nebo kyslik a obsah

bioreaktoru miZe byt mechanicky michén.

6.3.4.2. Sekvenini vsadkovy zpiisob

Sekven&ni vsadkovy zplsob je provadén vétSinou stejné
jako vsadkovy zplGsob s tou vyjimkou, Ze poté, co je
dokonéena inkubacéni perioda, se ponechd reaktor usadit po
uréitou dobu, obvykle asi 15 minut, a vrchnich 60 aZ 95 %
obsahu reaktoru je odCerpano, pfifemZ usazené pevné latky

na dné zlstdvaji jako inokulum pro pristi varku
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neutralizované suspenze. Vyhodné& je odstranéno mezi 70 % a
90 % obsahu. Sekvenéni vsadkovy zpusob pfedstavuje vyhodné
provedeni aerobni degradace v suspenzni fazi, protoZe je
redukovano zpoZdéni nebo faze aklimatizace, v reaktoru
zUstava vysoké mnoZstvi biomasy, lépe se prizplsobuje

variabilité kompozice odpadnich Zivin a dochézi k silné

‘redukci rezidudlnich pevnych latek po biologickém

zpracovani.

P¥i pouZiti rezidudlnich pevnych léatek jako zdroje
inokula pro nasledné kolo jak u sekven&niho vsadkového, tak
u vsadkového zplsobu, a p¥i pouZiti zbytkové kapaliny nebo
filtratu pro pfiprévu derstvé suspenze se pracuje pfi
¢istych ztrédtach vody. To mé& za nasledek, Ze nevznikéd Zadny

vodny vystup.

6.3.4.3. Semikontinudni zptisob

Semikontinudlni zplsob je podobny jak vsadkovému, tak
sekvenénim vsadkovému zplsobu. AvSak misto zastaveni
inkubace po pfedem urleném Case, Cerstva suspenze je
Cerpéna do bioreaktoru ve stdlém mnoZstvi b&hem dané &asové
periody, béhem které je také zpracovdvanad suspenze
vyCerpavana z bioreaktoru. To poskytuje kontinuélni
zpracovani suspenze bez nutnosti zastavit biodegradaéni'

proces.

6.4. Degradace v pevné fazi

Jiné provedeni tohoto vynédlezu je zamé&feno na zplsoby
aerobni degradace latek v pevné fazi. Toto provedeni
zahrnuje zplUsob zpracovani pevnych latek, kald, v&etné

téch, které maji dehtovitou a/nebo elastomerni povahu,
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stejné jako pld, sedimentl a sorplnich materiélfl, které
zahrnuji, ale nejsou omezeny na granulované aktivni uhli,
pfiéemz uvedené materidly obsahuji alespoil jednu sloueninu
nebo smés alespoifli dvou sloufenin vybranych ze skupiny
obsahujici aromatické, nitroaromatické, halogenaromatické,
halogennitroaromatické, alifatické a halogenované

alifatické slouceniny.

6.4.1. Metody v pevné fézi a parametry biologického

zpracovani

Zplisob pro biologické &isténi pevnych létek, kall nebo
plld obsahujicich alespoii jednu sloudeninu nebo smési
alespoil dvou sloudenin vybranych ze skupiny zahrnujici
aromatické, nitroaromatické, halogenaromatické,
halogennitroaromatické, alifatické a halogenované
alifatické slouceniny v pevné fazi zahrnuje a) michéni
uvedené pevné latky, kalu nebo pidy s objemovym &inidlem
tak, Ze mbZe vzduch snadno prochdzet zbytné&lou smé&si; b)
upravu pH zbytnélé smési k neutrdlnimu pH, pokud je to
tfeba; a c) kontaktovadni uvedené zbytn&lé smési
s mikroorganismy, pricemZ uvedené mikroorganismy jsou
Clenem skupiny zahrnujici mikroorganismy majici depozitni
Cislo ATCC 55644, 55648, 55645, 55641, 55647, 55642, 55643,
55646, 55649, 55722, 55723, 55726, 55727, 55724 a 55725.
Zplisob miZe dale zahrnovat kultivaci uvedenych
mikroorganisml s uvedenou zbytnélou pevnou latkou, kalem
nebo pudou tak, Ze uvedend sloudenina je degradévéna na
produkty zahrnujici oxid uhlicity a vodu. V jednom
provedeni je slouCenina obsaZend v pevné latce, kalu, pltdé
nebo jiném odpadnim materidlu vybrana ze skupiny zahrnujici

benzen, toluen, xylen, ethylbenzen, naftalen, chlorbenzen,
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fenol, kresol, nitrobenzen, anilin, anthracen,
dimethylfenol, styren, halogennaftalen, 2-, 3- nebo
4-chlortoluen, 2-, 3- nebo 4- chlorbenzoat, 1,3~
dichlorbenzodt, 1,2-, 1,3- nebo 1,4-dinitrobenzen,
l-chlor-3-nitrobenzen, l-chlor-4-nitrobenzen, 1- nebo
2-methylnaftalen, pyren, acenaftylen, fluroanthen,
fenanthren, benzo-(b)-fluoranthen, dibenzofuran, chrysen,
katechol, m-toluylovou kyselinu, acetédt kyseliny skoficovg,
vanilin, trans- aldehyd kyseliny skoficové, mesitylen,
salicylat, melamin a kyanuronovou kyselinu nebo smés
uvedenych sloulenin. V jiném provedeni je sloucCenina
obsaZend v pevné latce, kalu nebo phdé vybréana z methanolu,
formaldehydu, chloroformu, &-(-)-limonenu a hexadekanu nebo

smési uvedenych slouclenin.

Kde pevné latky, kaly nebo pudy jsou dehtovité nebo
elastomerni pevné latky, kaly nebo pldy obsahujici alespofi
jednu slouc¢eninu nebo smés sloulenin vybranych ze skupiny
sestavajici z aromatickych, nitroaromatickych,
halogenaromatickych, halogennitroaromatickych, alifatick?ch
a halogenalifatickych slou&enin, zplsob biologickéﬁb
¢isténi v pevné fazi zahrnuje: a) smiseni dehtovité nebo
elastomerni pevné latky, dehtovitého nebo elastomerniho
kalu nebo dehtovité nebo elastomerni plddy s Cinidlem proti
slepovani tak, Ze uvedena pevnéd latka, plda nebo kal tvorfi
partikularizovanou smés, kterd je méné dehtovitad a/nebo
elastomerni; b) Upravu pH uvedené smési k neutradlnimu pH,
pokud je to trfeba; a c) kontaktovani uvedené smési
s mikroorganismy, priéemZ uvedené mikroorganismy jsou
Clenem skupiny zahrnujici mikroorganismy majici depozitni
¢islo ATCC 55644, 55648, 55645, 55641, 55647, 55642, 55643,
55646, 55649, 55722, 55723, 55726, 55727, 55724 a 55725.

Zpisob miZe déle zahrnovat smichani partikularizované
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dehtovité nebo elastomerni pevné latky, dehtovitého nebo
elastomerniho kalu nebo dehtovité nebo elastomerni pldy
s objemovym ¢inidlem bud soulasné nebo ndsledné po kroku

a).

Vhodné& ¢inidla proti slepovéani jsou vybrédna z jilq,
nafezanych, drcenych nebo jinak jemné& rozdélenych
organickych materiélf, praskovitych anorganickych soli a
kamenného prachu. Alternativné jsou ¢inidla proti slepovani
vybrédna z préaSkového vapna, portlandského cementu,
bentonitového jilu, pilin, kfemeliny, na prasSek rozdrcenych

klasl a jejich smési.

Vhodnd objemova ¢inidla jsou vybrana ze skupiny
zahrnujici narfezané, nadrcené nebo jinak jemné rozdélené
organické latky a anorganické soli. Konkrétnéji, objemova
¢inidla jsou vybrédna ze skupiny, kterd zahrnuje drfevéné

odstépky, piliny, klasy a jejich smési.

Podle vyhodného provedeni miiZe objemové &inidlo
slouzit také jako &inidlo proti slepovani, prilemZ
zahrnuje, ale neni omezeno na naprfiklad drevéné oditépky,

piliny, klasy a jejich smési.

6.4.2. Mikroorganismy / inokulum pro degradaci v pevné fazi

Cisté kultury mikroorganismi nebo smésné kultury
mikroorganisml vybranych z téch, které jsou popsény ve vyde
uvedené kapitole 6.1 byly pouZity jako inokulum pro zplisoby
vyuZivajici pevnou fé4zi. PouZité mikroorganismy byly
vybrany na zakladé jejich schopnosti aerobné degradovat
poZadovanou pfitomnou sloudeninu nebo smés sloucdenin

v konkrétni pevné latce.
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Mikroorganismy byly indukovény, jak bylo vySe popsano
v kapitole 6.1 jejich kultivaci, napfiklad na médiu, které
obsahovalo jako jediny zdroj Zivin sloucCeninu / slouceniny,

kteréAmély byt degradovany.

Alternativné miZe byt pouZito jako inokula pro zpisob
v pevné fazi zbylych pevnych latek z d¥five provadéného
biologického &idténi v pevné féazi, které obsahuji jiZ
indukované mikroorganismy. Tak naptfiklad poté, co byla
hromada pevnych latek biologicky pfelisténa, obsahuje uZ
indukované mikroorganismy, které mohou byt pfiddny do jiné

hromady k biologickému Cisténi.

JestliZe biologicky Ci8tén4 hromada neni dostupnid,
inokulum miZe byt znovu ziskano pouZitim uloZenych kultur
mikroorganismli, které jsou popséany v kapitolach 6.1.1 az
6.1.4 k zaoCkovani nékolika desek uloZenymi mikroorganismy.
Desky obsahujici Stanierovo minimdlni medium doplnéné
pfisluSnym uhlovodikem / uhlovodiky jsou poté inkubovany
pfi 25 °C. Po narGstu kultur jsou desky oplachnuty 5 aZ
10 ml Stanierova minimdlniho media. Oplach je shromaZdovan
a pouZit k zaolkovéni dvoufazovych banék s mediem aoplnénym
agarem a prislusSnym uhloVodikem / uhlovodiky, a 50 ml
kapalného media stejného sloZeni. Po nartistu mikroorganismi
zaoCkovanych v dvoufézové bance, Jje povrch vrstvy agaru
o8krdban pro odstranéni bunék. Kapalnd vrstva ze 4 bandk
niZe byt pouZita k zaodkovani hromady. Tento postup miZe
byt uzplsoben pro jakoukoli poZadovanou velikost, jak je

popsédno vy3e v kapitole 6.3.2.

6.4.3 Zpracovani pevnych létek

Poté, co je zbytnéld, neutralizovand a zaolkovanéa

pevna létka umisténa v kompostovacim bioreaktoru nebo
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nadobé&, je inkubovéna po predem urceny Cas, béhem néhoZ je
naptiklad prohanén pfes tento materidl kyslik nebo vzduch
nebo jejich smés k zajisténi aerobni degradace slouleniny /
sloucenin. Pevny materidl miZe byt p¥ileZitostné& michén,
ale nedoporuluje se to v pripadé pevnych latek, které maji
vysoky obsah tékavych slougenin. Navic, jak je popséno
vySe, pevné latky mohou byt odstrandny z bioreaktoru nebo
nadoby a byt extrahovany, napriklad methylenchloridem :
methanolem (90 : 10), k zji3téni koncentrace vybrané
sloudeniny / sloudenin“pomoci plynové chromatografie nebo

pomoci procedury TCLP.

6.5. Biofiltry

Jiné provedeni tohoto vynélezu pfedstavuje biofiltr a
zplUsob jeho pouZiti. Biofiltry jsou pouZity pfi biologickém
¢idténi u sloucenin v médiich, jako je vzduch, péary,

aerosoly, voda nebo vodné roztoky.

Biofiltry podle tohoto vyndlezu obsahuji aparét, ktery
m& mikroorganismy imobilizované na pevném nosi&i, pri&emZ
uvedené mikroorganismy jsou Clenem skupiny zahrnujici
mikroorganismy majici depozitni &islo ATCC 55644, 55648,
55645, 55641, 55647, 55642, 55643, 55646, 55649, 55722,
55723, 55726, 55727, 55724 a 55725. Vhodné pevné nosice
zahrnuji ale nejsou omezeny na granulované aktivni uhli,
drevéné od3tépky, aluminu, ruthenium, oxid Zeleza, keramiku
nebo algindt. Tyto aparédty mohou mit vtokovy a vytokovy
otvor, takZe material, ktery ma byt zpracovan, miZe

prochézet aparéatem.
Biofiltry mohou byt pouZity naprfiklad pro biologické
¢isténi médii obsahujicich sloudeninu vybranou ze skupiny

zahrnujici aromatické, nitroaromatické, halogenaromatické,
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halogennitroaromatické, alifatické a halogenované
alifatické slouleniny. Zplsob zahrnuje prichod uvedeného
média pres biofiltr, ktéry zahrnuje aparat, ktery ma
mikroorganismy imobilizované na pevném nosi&i, pridem?Z
uvedené mikroorganismy jsou &lenem skupiny zahfnujici
mikroorganismy majici depozitni C¢islo ATCC 55644, 55648,
55645, 55641, 55647, 55642, 55643, 55646, 55649, 55722,
55723, 55726, 55727, 55724 a 55725. Zpusob miZe dale
zahrnovat monitorovani vystupujiciho média pro zji3téni,

zda sloulenina / slouleniny byly skute&né& degradovany.

6.6. Dﬁoustupﬁovy zplsob degradace

Podle dal3iho provedeni vyndlezu je predkladan
dvoustupiiovy zplsob aerobni degradace odpadnich latek
obsahujicich alespoifi jednu sloucdeninu, vybranou ze silné&
halogenovanych organickych slougenin, jako jsou |
polychlorované bifenyly, polybromované bifenyly atd., silné
nitrované organické slouleniny, jako je trinitrotoluen
atd., a silné nitrované a zesitované polymerni slouleniny,
napfriklad nitrocelulézavatd. Odpadni léatky mohou déle
obsahovat slou&eninu vybranou ze skupiny obsahujici
aromatické, nitroaromatické, halogenaromatické,
halogennitroaromatické, alifatické a halogenované
alifatické slouCeniny nebo smési téchto sloudenin. Tento
zpusob zahrnuje: a) smiseni reagentu schopného chemicky
degradovat, alespon Castecné, silné halogenovanou, silné
nitrovanou nebo silné nitrovanou zesitovanou sloudeninu
v odpadnim materidlu za vzniku pfedzpracované kompozice;

a b) kontaktovani uvedené predzpracované kompozice
s mikroorganismy, priemZ uvedené mikroorganismy jsou

¢lenem skupiny zahrnujici mikroorganismy majici depozitni
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¢islo ATCC 55644, 55648, 55645, 55641, 55647, 55642, 55643,
55646, 55649, 55722, 55723, 55726, 55727, 55724 a 55725.
ZpUsob miZe déle zahrnovat kultivaci uvedenych
mikroorganism@ tak, Ze alespoifl jedna uvedend slouclenina je
degradovéana na produkty zahrnujici oxid uhlié¢ity a vodu.
Podle jednohé-zpﬁSobu provedeni jsou degradovany odpadni
materidly, které obsahuji alespoil jednu slouleninu nebo
sm&s slouCenin vybranych ze skupiny obsahuijici benzen,
toluen, xylen, ethylbenzen, naftalen, chlorbenzen, fenol,
kresol, nitrobenzen, anilin, anthracen, dimethylfenol,
styren, halogennaftalen, 2-, 3- nebo 4-chlortoluen, 2-, 3-
nebo 4- chlorbenzoat, 1,3-dichlorbenzoét, 1,2-, 1,3~ nebo
1,4-dinitrobenzen, l-chlor-3-nitrobenzen, l-chlor-4-
nitrobenzen, 1- nebo 2- methylnaftalen, pyren, acenaftylen,
flurocanthen, fenanthren, benzo—(b)—fluoranthén,
dibenzofuran, chrysen, katechol, m-toluylovou kyselinu,
acetéat kyseliny‘skoficové, vanilin, trans- aldehyd kyseliny
skoficové, mesitylen, salicylat, melaﬁin, kyanuronovou
kyselinu, methanol, formaldehyd, chloroform, 8—(—)—limohen
a hexadekan. Reagent miZe byt, ale neni omezen na, *
Fentonovo &inidlo, které je smési peroxidu vodiku a siranu
Zeleznatého. Dalsi pfiklady zahrnuji, ale nejsou limitovany
na, volné radikaly, UV zéafeni, kovové Zelezo, peroxidazové
enzymy, jako jsou ligninové enzymy a jim podobné enzymy.
Tyto reagenty Céstelné rozkladdaji té&Zce odbouratelnou
sloudeninu / sloudeniny na slou&eninu, kterou mohou
mikroorganismy degradovat, takZe mikroorganismy nyni mohou

dokonéit degradaci slouCeniny / slouenin.
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7. Pfiklad: Uchovani a indukovéani (nabuzeni) mikroorganisml

Smésné kultury izolovanych mikroorganismi byly

udrZovany na 1,5 aZ 2,0 ml média BACTO™ R2A (Difco,
Detroit, Michigan) v 4,0 ml Wheatonovych ampulich. Kultury
naolkované na udrZovaci médium byly inkubovany pfi 25 aZ
27 °C pro dobu 48 hodin. Po této inkubaci byly kultury

obaleny parafilmem a uloZeny pfi 4 °C.

V jedné radé pokust byla smésnad kultura indukovana
navratem uloZené kultury do okolni teploty a prevedenim
smésné kultury na 1% agarové bakterialni desky s Cerstvym
médiem BACTO™ R2A doplnénym 1000 aZ 4000 ppm naftalenu, 30
aZz 3000 ppm nitrobenzenu, 400 aZ 500 ppm benzenu, 400 aZ
500 ppm toluenu, 400 aZ 500 ppm xylen@, 30 ai_300 ppm
anilinu, 400 aZ 500 ppm ethylbenzenu, 50 aZ 300 ppm
chlorbenzenu a asi 200 ppm 2-chlornaftalenu. Desky byly
inkubovéany po dobu 48 aZ 96 hodin pf#¥i 25 aZ 27 °C. Kultury
byly poté prevedeny na bakteridlni desky se Stanierovym
minimdlnim mediem (Stahier a kol., 1966, J. Gen. Microbiol,
43: 159 - 271) doplnénym stejnymi uhlovodikovymi
sloudeninami, jak byly uvedeny vySe, a inkubovany dal8ich
48 hodin p¥i 25 aZ 27 °C. Po inkubaci byly desky oplachnuty
5 aZ 10 ml Stanierova minimd&lniho media, oplachy byly
sbirdny a pouZity k inkubaci v dvoufézovych bafikach.
Dvouféazové bailky obsahovaly 75 ml Stanierova minimadlniho
media (kapalina) ve vrchni vrstvé a 50 ml Stanierova
minim&lniho media s 2 % agaru. Jak vrchni vrstva, tak
spodni vrstva byly doplnény vy3e uvedenymi uhlovodiky.
Banky byly inkubovéany pfi 25 aZ 27 °C pb dobu 48 aZ 96
hodin. Buiky, nyni indukované, byly‘seékrébnuty Z povrchu

agaru a pouZity jako inokulum.
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V jiné radé pokusl byla smésnd kultura indukovéana

ndvratem uloZené kultury do okolni teploty a prevedenim

smésné kultury na 0,3% agarové bakteridlni desky s cerstvym

médiem BACTO™ R2A doplnénym 1000 aZ 4000 ppm naftalenu, 30
aZ 300 ppm nitrobenzenu, 400 aZ 500 benzenu, 400 aZ 500 ppm
toluenu, 400 aZ 500 ppm xylend, 30 aZ 300 ppm anilinu, 400
aZ 500 ppm ethylbenzenu, 50 aZ 300 ppm chlorbenzenu,

200 ppm Z2-methylnaftalenu a asi 200 ppm 2-chlornaftalenu.
Desky byly inkubovéany po dobu 48 aZ 96 hodin pf¥i 25 aZ

27 °C. Kultury byly poté prevedeny na bakterialni desky se
Stanierovym minimdlnim mediem (Stanier a kol., 1966, J.
Gen. Microbiol. 43: 159 - 271) doplnénym stejnymi
uhlovodikovymi sloudeninami, jak byly uﬁédeny vyse, a
inkubovany dal3ich 48 hodin pfi 25 aZ 27 °C. Po inkubaci
byly desky oplachnuty 5 aZ 10 ml Stanierova minimé&lniho
media, oplachy byly sbirdny a pouZity k inkubaci v
dvoufazovych batkéch. Dvoufédzové banky obsahovaly 75 ml
Stanierova minimadlniho media (kapalina) ve vrchni vrstvé a
50 ml Stanierova minimdlniho media s 2 % agaru. Jak vrchni
vrstva, tak spodni vrstva byly doplnény vySe uvederiymi
uhlovodiky. Bafiky byly inkubovéany pfi 25 aZ 27 °C po dobu
48 az 96 hodin. Buiiky, nyni indukované, byly se3krabnuty

Zz povrchu agaru a pouZity jako inokulum.

8. Pfiklad: Degradace v suspenzni fazi
8.1 Pfiklad: Vséadkovy zplUsob degradace

Elastomerni kaly obsahujici smés aromatickych,
nitroaromatickych, halogenaromatickych,
halogennitroaromatickych, alifatickych a halogenovanych

alifatickych sloulenin o vysokém obsahu byly fluidizovany
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jak je popsano ve vy3e uvedené kapitole 6.3,

elastomerniho kalu s vodou.

smichénim

Tabulka 9 ukazuje pruimérnou koncentraci vybranych

slouc¢enin v ppm,

elastomernim kalu.

kterd byla zjisténa v plvodnim

Tabulka 8

Sloucenina (primérnd koncentrace v ppm)
chloroform 680
benzen 720
toluen 3 000
chlorbenzen 130
ethylbenzen 240
o-xylen 680
anilin 630
nitrobenzen 720
naftalen 42 000
2-methylnaftalen 2 800
2-chlornaftalen < 100
m, p-Xylen 2 300

Po smiseni byla suspenze oddekantovéna od reziduédlniho
elastomerniho kalu za vzniku asi 30% (hmotn./hmotn.)
suspenze a privedena do bé&Zné michané nadoby (B. Braun,
Allentown, PA). Suspenze byla neutralizovdna na pH asi 7
(2 N) (obj./obj.)

smé&snou kulturou indukovanych mikrocorganism. Tyto

pfidavkem NaOH a zaocCkovana asi 10%

uhlovodikové slouCeniny pfitomné v elastomernim kalu byly

jedinym zdrojem uhliku a energie pro tyto mikroorganismy.

Néddoba © objemu 4 1 obsahujici zaoCkovanou

neutralizovanou suspenzi byla michédna pf#i asi 200 aZ
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700 ot./min., vyhodné& 400 ot./min. pfi pokojové teploté

po dobu 24 hodin a provzdusnovéna Cistym kyslikem p¥i asi
15 psi, 250 ml/min. Ze suspenze byl odebrdn vzorek pred a
po 24 hodinovém biologickém zpracovani ke zjisténi
koncentrace sloulenin pfitomnych v suspenzi. Suspenze byla
extrahovadna za pouZiti TCLP (Toxicity Characteristic
Leaching Protocol) a analyzovana plynovou chromatografii,
jak je popsdno v EPA SW-846. Jak je vidét v tabulce 10,
slouceniny pritomné v suspenzi, které byly podrobeny

‘analyze, byly uUspé3né biologicky odbourany.

Tabulka 10

30% suspenze

Sloucdenina TCL TCLP limity TCLP
nezpracovana* zpracovana* ’

chloroform 314 <1 6,0

benzen 94 < 0,5 0,5

toluen 509 < 1 * % &

chlorbenzen 18 <1 100,00

ethylbenzen 15 < 0,5 X

o-xylen 61 < 0,5 * %

anilin 114 <1 * Kk

nitrobenzen 39 <1 2,0

naftalen 3249 <5 ok

* koncentrace v ppm

**% limity TCLP nestanoveny

Vystupujici plyn obsahujici stripované tékavé
organické sloucCeniny (VOC - volatile organic compounds) a
oxid uhli¢ity byl jiman ve dvou nadobach s granulovanym
aktivnim uhlim a ve dvou né&dob&ch s alkalii (2N KOH). Po 24
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hodinéch inkubace bylo ztraceno méné neZ 2 % celkové

pritomnych té&kavych organickych sloudenin diky stripovani.

Obrézek 3 déle ukazuje korelaci mezi sniZujicim se
mnoZstvim pritomnych slouenin a nartstajicim mnoZstvim
oxidu uhlic¢itého produkovaného mikroorganismy. ProtoZe byla
nédoba provzdushovana Cistym kyslikem, jak&koli produkce
oxidu uhli¢itého byla pfimym disledkem mikrobialni aerobni
utilizace sloulenin p¥itomnych v suspenzi. Obrézek 3 tak
také ukazuje, Ze mikroorganismy byly schopny utilizovat
sloudeniny pritomné v plivodni suspenzi jako jediny zdroj
uhliku a energie a Ze tyto slouleniny byly degradovany na

produkty zahrnujici oxid uhlidity a vodu.

8.2 Sekvencni vsadkovy zplisob degradace: Pfiklad 1

Stejny elastomerni kal, jako byl pouZit v kapitole
8.1, byl fluidizovén, neutralizovan a zaolkovan stejnym
zplisobem inokulem smésné kultury. AvSak misto zastaveni
degradace sloulenin kaZdych 24 hodin pro uplné vyprézdnéni
a naplnéni nadoby pro novy cyklus biologického Zisteni,
byla od&erpédna jenom Cast obsahu reaktoru. Po dobu 30 dnt
po kaZdych 24 hodinéch inkubace vyjma vikendd, byl obsah
naddoby ponechan usadit na 15 minut. Jakmile do8lo k usazeni
pevnych &astic v nadob&, 80 % biologicky &i¥té&né suspenze
bylo odferpéno z vrsku nadoby. Stejné mnoZstvi derstvé
nepfelisténé 30% suspenze (hmotn./hmotn.) ze stejného
zdroje bylo pfidéno do nédoby. Obsah nddoby byl pak
promichédvan a provzdudhovan Cistym kyslikem po dobu dalSich

24 hodin, jak je popsdno v kapitole 8.1.

40 ml vzorky obsahu nédrZe byly odebiradny pfed a po
kaZdém 24 hodinovém cyklu, extrahovény systémem

methylenchlorid : methanol (90 : 10) a analyzovany na obsah




naftalenu pomoci plynové chromatografie,

v kapitole 8.1. Obrézek 4 ukazuje,
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Ze aerobni degradace

jak je popséno

naftalenu za pouZiti sekvencniho vsédkového zplsobu po dobu

30 dnl byla rychléa a uplné, Ze pritomné mikroorganismy

tolerovaly znac&né

zmény obsahu naftalenu, 700 ppm aZ

4 700 ppm, a Ze tyto velké zmény mély maly nebo Zadny

u¢inek na schopnost mikroorganismil aerobné& utilizovat

naftalen a degradovat ho na produkty zahrnujici oxid

uhlic¢ity a vodu.

8.3. Sekvenc¢ni vsadkovy zplsob degradace: P¥iklad 2

Neelastomerni pevnd latka byla fluidizovédna s vodou za

vzniku 30% (hmotn./hmotn.)

suspenze. Tabulka 11 ukazuje

koncentrace r@znych vybranych sloulenin, které byly

zjistény v plvodni pevné latce v ppm (parts per million).

Tabulka 11
Sloucenina
chloroform
benzen

toluen
chlorbenzen
ethylbenzen
o-Xylen

anilin
nitrobenzen
naftalen
2-methylnaftalen
2-chlornaftalen

m, p-xylen

rozmezi koncentrace

< 10 .
2005 - 2284
38 - 42
1914 - 2112
521 - 578
803 - 887
301 - 331
321 - 256
37 - 40
654 - 729
< 10
2126 - 2362

(ppm)
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Produkovand 30% (hmotn./hmotn.) suspenze, kterd méla
alkalické pH, byla neutralizovana pomoci 30%
(hmotn./hmotn.) suspenze s kyselym pH produkované
z elastomerniho kalu podle kapitoly 8.1 v pomé&ru 1 : 1.
Nasledné byla pridana 2N kyselina sirovéa, aby se pH
vysledné smési téchto dvou suspenzi dostalo na neutrélni
pH. Smé&snd kultura indukovanych mikroorganism@i 5 aZ 20%
(hmotn./obj.), vyhodné asi 10%, byla pf¥idéana
k neutralizované suspenzi a smés byla michéna a
provzdusiiovdna Cistym kyslikem po dobu 24 hodin. Po
inkubaci byl obsah ponechdn sednout po dobu 15 minut a poté
bylo 80 % objemu odCerpano z vrsku. Byla opé&t pfidana
Cerstva zneutralizovand suspenze, jak byla vySe popséna,
a obsah né&doby byl opét promichan a provzdudifiovédn. Z nadoby
byl odebirdn vzorek pfed a po kaZdé 24 hodinové inkubaci,
ktery byl dadle analyzovan na obsah benzenu a naftalenu.
Obréazek 5 ukazuje uspésSné biologické precisténi od benzenu

a naftalenu prfitomnych v suspenzi bé&hem 30 dnt.

8.4 Priklad: Vsadkovy zplsob degradace

Neutralizovand 30% (hmotn./hmotn.) suspenze vyrobené
z elastomerniho kalu a 33% (hmotn./hmotn.) neutralizovana
suspenze vyrobenad z jiného elastomerniho kalu byly smichéany
v poméru 1 : 1. VySe uvedend tabulka 9 a tabulka 12 ukazuji
prumérnou koncentraci urlitych vybranych slou&enin v kaZdém

individudlnim elastomernim kalu v ppm.




Tabulka 12
Slou&enina
chloroform
benzen
toluen
chlorbenzen
ethylbenzen
o-xylen
anilin
nitrobenzen

naftalen

2-methylnaftalen

2-chlornaftalen

m,p-xylen
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prim&rna koncentrace v ppm
1 000
68 000
16 000
200
670
1 000
1 500
1 200
16 000
1 300
150
3 500

Suspenzni smés byla pridéna do michané nadoby a

zaoCkovana indukovanou smésnou kulturou mikroorganismi.

Obsah né&doby byl miché&n a provzdusiiovan ¢istym kyslikem pri

pokojové teploté po dobu'40 hodin. Vzorky obsahu nadoby

odebirané pred inkubaci, po 16 hodinéch a po 40 hodinéch

byly extrahovany systémem methylenchlorid : methanol

(90 : 10) a analyzovany plynovou chromatografii, jak je

vySe popséanoc.

Tabulka 13 ukazuje,

Ze u analyzovanych

slouenin do3lo k Uspé&3nému biologickému prelidténi pomoci

mikroorganismi.




Tabulka 13

Sloucenina

chloroform
toluen
chlorbenzen
ethylbenzen
m,p-xylen
anilin
nitrobenzen
naftalen

2-methyl-
naftalen
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TCL
nezpracovana*
480

190
190

< 10
100
80

40

5 100
180

* koncentrace v ppm

9. Pfiklad: Degradace v pevné fazi podobnd kompostovani

Degradace v pevné fazi mlZe byt provaddé&na v komofe,

TCL
t =
< 10

90

< 10
< 10
90
14
13
140
130

navrSené hromadé@, hromadé a podobné.

16 hod.*

9.1 Priklad: ztraty t&kavych organickych slouenin

P&t individudlnich elastomernich kallli obsahujicich

smé&s vysokych koncentraci aromatickych, nitroaromatickych,

halogenaromatickych,

a halogenalifatickych slougenin byla zpracovéna

halogennitroaromatickych,

individué&lné smisenim v hnétacim stroji s pilinami

k zji8téni potencidlnich ztrét organickych té&kavych
v dusledku

stripovéani béhem pfipravy materidlu pro aerobni degradaci

sloucenin

slouenin v materidlech podle zplsobu podle vynalezu.

Elastomerni kal a objemové &inidlo, piliny, byly

(voc)

jako je naptriklad benzen,

nadavkovany do hnétaciho stroje. U kaltt 1 aZ 3 a 5

alifatickych
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zahrnovalo objemové ¢inidlo 20 % smési, zatimco u kalu 4
objemové &Cinidlo zahrnovalo 25 % smési. Za michani byl
proh&nén prostorem u hlavy hnétaciho stroje dusikovy plyn
pro zabranéni spaleni jakéhokoliv pritomného spalitelného
materidlu. Vzorky pro analyzu byly odebirany pfed a po
smiseni a relativni mnoZstvi benzenu a chlorbenzenu byla

stanovena pomoci plynové chromatografie.

Tabulka 14

pevny materidl % organickych latek znovu ziskanych po
predbéZném zpracovani
benzen chlorbenzen

1 60 - 90 80

2 90 100

3 70 85

4 75 - 90 80 - 95

5 5 -~ 25 60 - 75

Jak je patrno z tabulky 14, pro 4 z 5 testovanych kalt
byly ztraty benzenu v disledku stripovani pouze meéi 6 a
26 %. AvSak pro jeden testovany kal byly ztraty beﬁzenu
mezi 70 a 90 % plUvodniho mnoZstvi prfitomného benzenu.
Chlorbenzen byl stripovadn v menSim rozsahu, ale kal, ktery
ztratil vét3inu benzenu ztratil také vétdinu chlorbehzenu.
Tento kal byl unikdtni v tom, Ze mél pH vétsi neZ 10,5,
zatimco ostatni kaly byly vice méné kyselé. Tyto vysledky
demonstruji, Ze pH konkrétniho kalu nebo pevné latky miZe
ovliviovat stupen ztrat tékavych organickych slouenin

bé&hem zpracovani.
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9.2 Degradace v pevné f4zi podobné& kompostovani: Priklad 1

Pida obsahujici smé&s organickych sloudenin, napriklad
benzen, toluen, nitrobenzen, naftalen, chlorbenzen,
chloroform, xylen, anilin a ethylbenzen byla smiSena
v hnétacim stroji s objemovym Cinidlem, to je pilinami.
Smés 80 % pldy / 20 % pilin byla neutralizovéana pridavkem
NaOH. Neutralizovand smés byla umisténa do néadoby,
zaolkovana indukovanou kapalnou smésnou kulturou
mikroorganismi, a smés byla zpracovavana po dobu 14 dnt
jako hromada. Utésnéné nadoby byly drZeny pod vakuem za
ucelem prohanéni smési wvzduchem. Vhodny prichod vzduchu
smési byl dosaZen prostfednictvim sité perforovanych hadic,
které byly umistény pod smési. Odchazejici vzduch byl
prohanén pres dva lapale s granulovanym aktivnim uhlim
(granulated activated carbon GAC) pro jimé&ni té&kavych
organickych slouenin (VOC). Béhem kompostovani byl
udrZovéan konstantni obsah vlhkosti a prltok vzduchu. Vzorky
pudy byly pfed a po kompostovanim odebrény a extrahovany
pomoci systému methylenchlorid : methanol (90 : 10) nebo
pomoci TCLP a analyzovany plynovou chromatografii na
vybrané slouCeniny, napfiklad benzen a nitrobenzen. Tabulka
15 ukazuje dvé& nezavislé zpracovani stejného materialu.
Jsou uvedeny koncentrace vybranych sloulenin v ppm nalezené
v zbytnélé pldé pred a po kompostovani analyzované jak
extrakci rozpoudtédlem (methylenchlorid : methanol), tak
TCLP, stejné jako procentické zastoupeni tékavych
organickych sloufenin jak ve zbytkovém materidlu, tak
téch, které byly stripovany a jimédny v GAC lapad&ich.
Biologické &iSténi v pevné fazi byla schopna redukovat

koncentraci analyzovanych sloufenin na TCLP limity.




Tabulka 15

Pada

Podminky: zaolkovéna, 30 aZ 45

vzduchu'
organické sloudeniny
slouCeniny v materidlu
(extrakce
rozpoustédlem) *
plvodni kone¢né
(ppm) - (ppm)
benzen 21,0 < 10
chlorbenzen < 10 < 10
nitrobenzen < 10 < 10
naftalen 736, 0 17,0
Puada
Podminky: zaolkovéano, 30 aZ 45
vzduchu
organické slouceniny
sloudeniny v materidlu
(extrakce
rozpousStédlem) *
pavodni kone&né
(ppm) (ppm)
benzen 47,0 < 10
chlorbenzen < 10 < 10
nitrobenzen < 10 < 10
naftalen 1245,0 31,0
* TCL
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vlhkosti,

TCLP
(kysela

vodné
extrakce)
(mg/1)

< 0,5
<1
< 2

- oo

vlhkosti,

TCLP
(kyseld
vodna
extrakce)
(mg/1)

< 0,5
<1

< 2

0,25 slpm pratok

Procentické
zastoupeni tékavych
organickych
sloucCenin

% zbylé v % ték.
materidlu GAC
64,0

0,25 slpm pritok

Procentické .
zastoupeni tékavych
organickych
sloulenin

% zbylé v %
materidlu

9.3 Degradace v pevné fazi podobnéd kompostovani: priklad 2

Dehtovita plda obsahujici smé&s organickych sloulenin

byla smisena v hnétacim stroji s objemovym &inidlem,

to je
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pilinami. Sm&s dehtovit& plda/piliny (80 : 20) byla
neutralizovéna smisenim s NaOH a umisténa v nadriZi.
Neutralizovanéd smés byla zaolkovana indukovanou kapalnou
smési kultur a nadoba byla uzavfena. Smé&s byla zpracovéna a
analyzovana stejné&, jak je popséno v kapitole 9.2. Tabulka
16 ukazuje dvé& nezavisld Uspé&8nad biologickd zpracovani
dehtovité pldy. Zbytnély materidl byl Uspé3né prelistén jak
tak chlorbenzenu,

od benzenu, jak bylo vyhodnoceno TCLP.

Tabulka 16

Dehtovita ptda

Podminky: zaolkovéano, 30 aZ 40 % vlhkosti, 0,25 slpm
pritok vzduchu
organickeé slouceniny TCLP Procentické
slouCeniny v materidlu (kyseld zastoupeni tékavych
(extrakce vodné organickych
rozpoustédlem) * extrakce) sloucdenin
(mg/1)
plvodni konelna % zbylé v % ték.
(ppm) (ppm) materidlu GAC
benzen 4377,0 < 10 < 0,05 - 61,0
chlorbenzen 6606,0 62,0 < 1 0,1 64,3
nitrobenzen 74,0 70,0 < 2 94,6 7,0
naftalen 4075,0 3038,0 3,0 74,6 3,0
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Dehtovita puda
Podminky: zaod&kovano, 30 aZ 50 % vlhkosti, 0,25 slpm pritok

vzduchu
organické sloucCeniny TCLP Procentické
slouCeniny v materidlu {(kysela zastoupeni tékavych
(extrakce vodné organickych
rozpoudtédlem) * extrakce) sloucenin
(mg/1)
plavodni kone&né $ zbylé v % ték.
(ppm) (ppm) materidlu GAC
benzen 4137,0 < 10 nest. ** —--- 51,4
chlorbenzen 6065,0 30,0 0,5 63,9
nitrobenzen < 10 < 10 ——— -
naftalen 3%67,0 2533,0 63,9 3,9
* TCL

** nestanoveno

Vyznamné procento jak benzenu (63 %), tak chlorbenzenu
(35,5 %) bylo rychle odstranéno stripovénim b&hem prvnich
dvou dnl zpracovani, nédsledné odstrafovani probihalo
pomaleji, Vice neZ 40 % naftalenu bylo odstranéno béhem
zpracovani pomoci mirného stripovéani (4 %), coZ naznacCuje,
Ze odstranéni bylo hlavné nasledkem aerobni degradace

slou&enin pomoci pfitomnych mikroorganismi.

9.4. Degradace v pevné fadzi podobnd kompostovéni: priklad 3

Dehtovitd plda byla smisenim s pilinami v hnétacim
stroji upravena tak, aby nabyla na objemu a pfestala se
slepovat. Tato smés byla neutralizovéna pomoci NaOH a
unisténa do nadrZe. Smés byla zaolkovana indukovanou
kapalnou smésnou kulturou a nadoba byla uzavfena.
Zaolkovanad smés byla zpracovéna tak, jak je popséno

v kapitole 9.2. Jak je uvedeno v tabulce 17, bylo dosaZeno
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dvou nezavislych Uspé3nych biologickych pfe&idténi
dehtovitych puad.

Tabulka 17

Dehtovita plda

Podminky: zaoc&kovano, 40 aZ 50 % wvlhkosti, 0,25 slpm
pritok wvzduchu
organicke sloueniny TCLP Procentické
slouCeniny v materiédlu (kyseléd zastoupeni tékavych
(extrakce vodna organickych
rozpoustédlem) * extrakce) sloucenin
(mg/1)
pavodni konecna % zbylé v % ték.
(ppm) (ppm) materidlu GAC
benzen 25320,0 < 10 < 0,5 —_—— 15,1
chlorbenzen 77,0 < 10 <1 - 8,6
nitrobenzen 104,0 47,0 < 2 0,5 11,3
naftalen 10758, 0 8206, 0 5,0 76,3 3,3
Dehtovitéd plda
Podminky: zaoCkovéano, 35 aZ 50 % vlhkosti, 0,25 slpm pratok
vzduchu
organické sloueniny TCLP Procentické
slougeniny v materidlu (kysela zastoupeni tékavych
(extrakce vodné organickych
rozpoudStédlem) * extrakce) slouenin
(mg/1)
pUvodni kone&na % zbylé v % ték.
(ppm) (ppm) materidlu GAC
benzen 25000,0 < 10 < 0,5 - 13,0
chlorbenzen 81,0 < 10 < 1 -——— 63,0
nitrobenzen 87,0 48,0 < 2 55,2 13,1
naftalen 10440,0 8905, 0 8,0 85,3 3,8

* TCL
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Dehtovitd plda obsahovala velmi vysokou koncentraci
benzenu (25 000 ppm) a menSi mnoZstvi chlorbenzenu a
nitrobenzenu5 Biologické zpracovani v pevné fazi bylo
schopno sniZit koncentraci téchto sloudenin na limity TCLP.
Konelnéa koncentrace benzenu byla men3i ne? 10 ppm. Rychlé
odstranéni slouleniny mikroorganismy probihalo v prvnich 48
hodinéch a odstraﬁéni na TCLP limity bylo dosaZeno bé&hem
jednoho tydne. AvSak pouze 20 a% 25 % naftalenu bylo

odstranéno mikroorganismy po 14 dnech.

9.5 Degradace v pevné fadzi podobnd kompostovéni: pfiklad 4

Elastomerni kal byl smisenim s pilinami v hnétacim
stroji upraven tak, aby nabyl na objemu a pFrestal se
slepovat. P¥i promichdvéani byl prostorem hlavy zavadén
dusikovy plyn pro zabrénéni spalovadni hoflavych materié&lu.
Zbytné&ly a nelepivy kal byl umistén do nadoby a pH bylo
upraveno na neutrdlni pfidavkem NaOH. Neutralizované smés
kalu a pilin byla zaodkovéna indukovanou kapalnou smésﬁbu
kulturou a nédoba byla uzavfena. Material byl zpracovavan
jako hromada po dobu 14 dnl tak, jak je popséno v kapitole
9.2. Tabulka 18 ukazuje, Ze bylo dosaZeno dvou uspé&&nych

nezavislych biologickych zpracovéni elastomerniho kalu.
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Tabulka 18
Kal
Podminky: zaockovéno, 30 aZ 50 % vlhkosti, 0,25 slpm
pritok wvzduchu
organické slouceniny TCLP Procentické
slouceniny v materidlu (kyseléd zastoupeni tékavych
(extrakce vodna organickych
rozpou§tédlem) * extrakce) sloucenin
(mg/1l)
pavodni konecnéa % zbylé v % ték.
(ppm) (ppm) materidlu GAC
benzen 99,0 < 10 < 0,5 - 93,8
chlorbenzen 40,0 < 10 < 1 - 56,4
nitrobenzen 449,0 < 10 2,0 ——— 16,5
naftalen 15341,0 84,0 1,0 0,5 1,8
Kal

Podminky: zaoCkovéno, 30 aZ 50 % vlhkosti, 0,25 slpm pritok

vzduchu
organické slouCeniny TCLP Procentické
slou€¢eniny v materidlu (kyseléa zastoupeni tékavych
(extrakce vodné organickych
rozpoudtédlem) * extrakce) sloucgenin
(mg/1)
plvodni kone&na % zbylé v % ték.
(ppm) (ppm) materidlu GAC
benzen 89,0 < 10 < 0,5 ———— 109,0
chlorbenzen 38,0 < 10 < 1 —-——— 6,5
nitrobenzen 454,0 < 10 <1 ——— 13,9
naftalen 13380,0 280,0 < 1 2,1 1,6
* TCL

Elastomerni kal byl GspéSné prelistén od benzenu a
nitrobenzenu. Kone&nd koncentrace obou sloudenin byla men3:i
neZ 10 ppm. Kromé& toho, byl degradovén naftalen na méné ne?

330 ppm z pUvodnich 13 000 aZ 15 000 ppm. Av3ak nikoli
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vedkeré odstranéni téchto sloudenin bylo v disledku
aerobniho biologického &i&téni. Vice neZ (90 %) benzenu a
pfibliZné (15 %) nitrobenzenu bylo odvedeno ze sm&si
stripovanim bé&hem prvnich dvou dnli. Na druhé strané
stripovani nebylo hlavnim mechanismem odstran&ni pro
naftalen a chlorbenzen, coZ naznaduje, Ze jejich odstranéni
bylo pfevdiZné disledkem aerobni degradace slouleniny

pridanymi mikroorganismy.

9.6 Degradace v pevné fazi podobnéd kompostovani: pfiklad 5

Dehtovity kal obsahujici vysoké koncentrace smési
benzenu, chlorbenzenu, nitrobenzenu a naftalenu smisenim
s pilinami (25 % hmotn./hmotn.) nabral na objemu a byla
také sniZena timto smisenim jeho dehtovitost. Zbytnély kal
byl neutralizovan pomoci NaOH a umistén v néadobé.
Neutralizovany a zbytnély kal byl zaolkovan kapalnou
sm&snou kulturou mikroorganismit (2 aZ 10 % hmotn./obj.) a
naddoba byla uzavfena. Smés kalu, pilin a mikroorganisml
byla zpracovana jako hromada po dobu 14 dnd. Smés biyla
Uspésné precisténa od testovanych slouenin. Tabulka 19
demonstruje UspésSné aerobni biologické prelisténi od
benzenu, chlorbenzenu, nitrobenzenu a naftalenu podle TCLP.
Diky stripovadni bylo odstranéno 30 aZ 60 % chlorbenzenu a
10 aZ 30 % benzenu, ale méné neZ 17 % nitrobenzenu. To
znamena, Ze hlavnim zplsobem odstranéni t&chto sloudenin je

bakteridlni aerobni degradace téchto sloucenin.
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Tabulka 19
Dehtovity kal
Podminky: zao&kovano, 30 aZ 35 % vlhkosti, 0,25 slpm
pritok wvzduchu
organické slouéenihy TCLP Procentické
slouceniny v materidlu (kyseld zastoupeni tékavych
(extrakce vodné organickych
rozpouStédlem) * extrakce) sloulenin
(mg/1)
plvodni konec¢na % zbylé v % ték.
(ppm) (ppm) materidlu GAC
benzen 553,0 < 10 < 0,5 —-——— 11,3
chlorbenzen 3528,0 38,0 <1 1,1 80,8
nitrobenzen 5752,0 85,0 < 2 1,5 7,8
naftalen 17670,0 357,0 <1 2,0 3,0

Dehtovity kal
Podminky: zaoCkovéno, 30 aZ 35 % vlhkosti, 0,25 slpm pritok

vzduchu
organické slouceniny TCLP Procentické :
sloudeniny v materidlu {(kyseld zastoupeni tékavych
(extrakce vodnéa organickych
rozpousdtédlem) * extrakce) sloulenin
o (mg/1)
plvodni koned&né % zbylé v % ték.
(ppm) (ppm) materidlu GAC
benzen 643,0 <10 < 0,5 - 35,2
chlorbenzen 3905,0 644,0 <1 16,5 34,5
nitrobenzen 6065,0 1587,0 < 2 26,2 0,5
naftalen 16980,0 6110,0 <1 36,0 0,2
* TCL

9.7 Degradace v pevné fazi podobnd kompostovéani: pfiklad 6

U neelastomerniho kalu byl zvétSen objem pomoci pilin

(20 % hmotn./hmotn.), jak je popsano vySe. Zbytné&ly kal,
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ktery mél alkalické pH, byl neutralizovan pomoci kyseliny

sirové. Neutralizovany a zbytnély kal byl umistén v nadrii,

zaolkovan kapalnou smésnou kulturou a zpracovavan po dobu

14 dnt. Tabulka 20 ukazuje dvé uUspé3nd individuélni

biologickéd zpracovani stejného vychoziho materidlu.

Tabulka 20
Kal

Podminky: bez dUpravy pH, nezaolkovano,

250 slpm prGtok vzduchu

50 aZz 55 % vlhkosti,

organické slouleniny TCLP

slouCeniny v materidlu (kyseléa
(extrakce vodnéa
rozpoustédlem) * extrakce)

(mg/1)

plvodni kone&néa
(ppm) (ppm)

benzen 1972,0 61,0 nest. **

chlorbenzen 29,0 < 10

nitrobenzen < 10 < 10

naftalen < 10 . < 10

Kal

Podminky: zaoCkovéano, 50 aZz 55 % vlhkosti,

vzduchu

organické slouéeniny TCLP

sloueniny v materidlu (kyselé
(extrakce vodné
rozpoustédlem) * extrakce)

(mg/1)

pavodni kone&néa
(ppm) (ppm)

benzen 2135,0 55,0 nest, **

chlorbenzen 30,0 < 10

nitrobenzen < 10 < 10

naftalen < 10 < 10

Procentické
zastoupeni tékavych
organickych
sloudenin

% zbylé v % té&k.
materidlu GAC
3,1 88,3

250 slpm pritok

Procentické
zastoupeni tékavych
organickych
slouenin

$ zbylé v % ték.
materidlu GAC
10,2 90,1




* TCL

* ok nestanoveno

Vyznamnd mnoZstvi jak benzenu, tak chlorbenzenu byla
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stripovédna a jimé&na v lapadi s granulovanym aktivni uhlim

(GAC) . B&hem prvnich 48 hodin bylo odvedeno stripovanim

vice neZ 95 % benzenu a 90 % chlorbenzenu. Toto rychlé

odstranéni bylo nasledovéno pomalym sniZovanim po zbyvajici

dobu.

10. Deponovani mikroorganismi

Nasledujici mikroorganismy byly deponovany 13.

prosince 1994 v Americké typové sbirce kultur (American

Type Culture Collection ATCC), Rockville, MD a byla jim

pfidélena nésledujici depozitni ¢isla:

Mikroorganismy

Pseudomonas
Pseudomonas
Pseudomonas

Pseudomonas

Ageromonas sp.

Aeromonas sp.

sp.
sp.
sp.
sp.

(DAP 70)

(DAP 111)
(DAP 622)
(DAP 631)

(DAP 68)
(DAP 119)

Corynebacterium sp. (DAP 66)
(DAP 73)

Zoogloea sp.

smésnd kultura mikroorganismi

DAP 2

ATCC depozitni &islo
55646
55645
55648
55647
55642
55641
55643
55649

ATCC depozitni &islo
55644
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Nésledujici mikroorganismy byly deponovény 30.

listopad 1995 také u American Type Culture Collection
(ATCC), Rockville, MD, a byla jim pfedélena néasledujici

depozitni ¢&isla:

Mikroorganismy
DAP 623
DAP 626
DAP 629
DAP 632
DAP 115
DAP 120

Zde popsany a ndrokovany vynadlez neni omezen co do
rozsahu zde uvedenym konkrétnimi provedenimi,

zamyS8lena pouze Jjako ilustrace né&kolika aspektll vynalezu.

ATCC depozitni ¢&islo
55722
55723
55726
55727
55724
55725

Jakdkoli ekvivalentni provedeni jsou povaZovana za

spadajici do rozsahu tohoto vynédlezu. Rlzné modifikace

vynadlezu kromé€ téchto zde popsanych budou zfejméd pro

ktera jsou

odbornika v oboru z vySe uvedeného popisu. Tyto modifikace

jsou také zamy3leny tak,

uvedenych néaroku.

Rada dokumentli, jejichZ z&véry jsou zde citovany, je

zde uvedena jako odkaz.

Ze spadaji do rozsahu déle
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International Application No: PCT/

MICROORGANISMS

Optional Sheet in cannection with the microcrganism referred 10 on page 84, lines 1-25 of the description

A. IDENTIFICATION OF DEPOSIT®

Further deposits are identified on an additional sheet *

Name of depositary insttution *
American Type Culture Collection

Address of depositary institution {including postal code and country) *

12301 Parklawn Drive
Rockville, MD 20852
us

Date of deposit® December 13, 1994 Accession Number* 55646

B. ADDITIONAL INDICATIONS * (leave blank if not applicable). This information is continved on a separate arached sheet

C. DESIGNATED STATES FOR WHICH INDICATIONS ARE MADE * 1 s tsboations 1 scx 1t Suaien)

D. SEPARATE FURNISHING OF INDICATIONS * (leave blank if nox applicable)

The indications listed below will be submitted to the International Bureau later ' (Specify the general nature of the ingications e.g.,
"Accession Number of Deposit®)

E. [J This sheet was received with the International application when filed (1o be checked by the receiving Office)

(Authorized Officer)

03 The date of receipt (from the applicant) by the International Bureau *

was

(Authorized Officer)

Form PCT/RO/134 (January 1981)
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International Application No: PCT/ /

Form PCT/RQ/134 (cont.)

Amaerican Tyﬁe Culture Collection

12301 Parkiawn Drive
Rockville, MD 20852

us

Accession No,

Date of Deposit
Decembef 13, 1994

55645

55648 December 13, 1994
55647 December 13, 1994
55642 December 13, 1994
55641 December 13, 1984
55643 December 13, 1994
55649 December 13, 1994
55644 December 13, 1984
55722 November 30, 1895
55723 November 30, 1995
55726 November 30, 1885
55727 November 30, 1995
55724 November 30, 1995

65725

November 30, 1885
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1. Biologicky &isté& kultura mikroorganisml vybranych z

nidsledujicich kmeni:

Mikroorganismus

Pseudomonas
Pseudomonas
Pseudomonas

Pseudomonas

Aeromonas sp.
Aeromonas sp.

Corynebacterium sp.

Zoogloea sp.
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria

Bacteria

(DAP
(DAP
(DAP
(DAP
(DAP
(DAP

sp.
sp.
sp.
sp.

(DAP 70)
(DAP 111)
(DAP 622)
(DAP 631)

(DAP 68)
(DAP 119)
(DAP 66)

(DAP 73)

623)
626)
115)
120)
629)
632)

ATCC depozitni &islo

55646
55645
55648
55647
55642
55641
55643
55649
55722
55723
55724
55725
55726
55727

a

2. Biologicky smi3en& kultura mikroorganismli, DAP 2, majici

depozitni ¢islo ATCC 55644.

3. PouZiti kultury mikroorganismi podle naroku 1 nebo 2

k aerobni degradaci alespoil jedné sloucCeniny nebo smési

slouenin vybranych ze skupiny zahrnujici aromatické,

nitroaromatické, halogenaromatické, halogennitroaromatické,

alifatické a halogenalifatické sloudeniny, které zahrnuje

uvedeni do kontaktu uvedené slouleniny nebo smési sloucenin

s kulturou mikroorganismu.
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4. PouZiti podle nédroku 3, kde sloulenina nebo smé&s
slouCenin je degradovana na produkty obsahujici oxid

uhlic¢ity a vodu.

5. PouZiti podle nédroku 3, kde mikroorganismy maji
depozitni ¢islo ATCC 55644.

6. Zphsob podle naroku 3, kde slouclenina nebo smés
slouCenin pfedstavuje aromatickou, nitroaromatickou, nebo
halogenaromatickou slouceninu nebo jejich smés a

mikroroganismus mé& depozitni Cislo ATCC 55644.

7. PouZiti podle naroku 3, kde sloucCenina je aromatickéa,

nitroaromatické&, nebo halogenaromatickéd slouclenina.

8. PouZiti podle néroku 3, kde sloucdenina nebo smés
sloucenin je benzen, toluen, xylen, ethylbenzen, naftalen,
chlorobenzen, fenol, kresol, nitobenzen, anilin, anthracen,
dimethylfenol, styren, halogennaftalen, methylnaftalen,
methanol, formaldehyd, chloroform, pyren, acenaftyfen,
fluoranthen, fenanthren, benzo-(b)-fluoranthen,
dibenzofuran, chrysen, katechol, kyselina m-toluylovi,
acetdt kyseliny skoficové, vanilin, trans-cinnamaldehyd,
mesitylen, salicyléat, 1,4-dinitrobenzen, chlortoluen,
chlorbenzodt, chlornitrobenzen, melamin, kyselina
kyanurova, hexadekan, limonen, nebo smés alesponl dvou

uvedenych sloucenin.

9. PouZiti podle naroku 3, kde slouCenina je nitrobenzen a
kultura mikroorganismi je vybrédna z mikroorganismi majicich
depozitni &islo ATCC 55644, 55648, 55645, 55641, 55722,
55723, 55724, 55725, 55726 a 55727.
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. 10. PouZiti podle naroku 3, kde slouCenina je naftalen,
methylnaftalen, chlornaftalen nebo anthracen a
mikroorganismus je vybrédn ze mikroorganismi majicich
depozitni &islo ATCC 55644, 55648, 55646, 55649,55645,
55641 a 55648.

11. PouZiti podle néaroku 3, kde slouCenina je anilin a
mikroorganismus je vybrédn z mikroorganismi majicich
depozitni &islo ATCC 55644, 55645, 55641, 55648, 55722,
55723, 55724, 55725, 55726 a 55727.

12. PouZiti podle naroku 3, kde sloucenina je vybréna

z mesitylenu, limonenu, chlorbenzenu, 2-, 3-, a 4-
chlortoluenu, 2-, 3-, a 4-chlorbenzoové kyseliny a 1,3-'
dichlorbenzenu a mikroorganismus je vybradn z mikroorganismi
majicich depozitni &islo ATCC 55722, 55723, 55726, 55727 a
55724.

13. PouZiti podle naroku 3, kde slouCena je melamin a
mikroorganismus je vybré&n z mikroorganismil majicich
depozitni &islo ATCC 55722, 55723, 55726, 55727 a 55724,

14, PouZiti podle na&roku 3, kde slouCenina je kyselina
kyanuronovad a mikroorganismus je vybran z mikroorganismi

majicich depozitni &islo ATCC 55645 a 55641.

15. PouZiti podle néroku 3, ke smés aromatickych,
nitroaromatickych a halogenaromatickych slou&enin

v celkovém koncentralnim rozmezi téchto slouCenin asi

10 ppm aZ 100 000 ppm je degradovéna na produkty zahrnujici

oxid uhli&ity a vodu béhem asi 2 aZ 72 hodin.
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16. PouZiti podle na&roku 3, kde sloucCenina je uvadéna do
kontaktu s mikroorganismem v médiu pri hodnoté& pH mezi asi

3 a 11.

17. PouZiti podle néaroku 16, kde hodnota pH je mezi asi 6 a

80

18. PouZiti podle naroku 3, déle zahrnujici dodavéani .
kysliku pomoci pridavku kyslik obsahujici nebo kyslik

uvoliiujici kompozice.

19. PouZiti podle néaroku 18, kde kyslik obsahujici nebo
kyslik uvoliiujici kompozice je vybréna ze skupiny
obsahujici vzduch, &isty kyslik, peroxid, jiné peroxidové

chemické latky, které uvolnuji kyslik a jejich smési.

20. PouZiti podle naroku 18, kde kyslik je dodavén tak, Ze
tlak rozpudténého kysliku je mezi asi 0,1 % a 100 %

saturace.

21. ZpUsob podle néroku 20, kde tlak rozpusténého kysliku

je mezi asi 4 % a 80 % saturace.

22. ZplUsob vyroby fluidni kompozice, vhodné pro aerobni
reakci, z elastomernich pevnych létek nebo kalil,
vyznadujici se tim, Ze zahrnuje:

a) partikularizaci elastomerni pevné latky nebo kalu
obsahujicich organickou slouleninu; a

b) uvedeni do kontaktu partikularizované pevné latky nebo
kalu s proudem kapaliny vybrané ze skupiny obsahujici

kyslik, plyn obsahujici kyslik, vodu a vodny roztok tak, Ze
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je partikularizovand pevnd latka nebo kal suspendovana
v proudu tekutiny ve formé fluidni kompozice vhodné pro
aerobni reakci organické sloucCeniny obsahujici pevnou léatku

nebo kal.

23. ZplUsob podle néroku 22, vyznadujici se tim, Ze

plynem obsahuijicim kyslik je vzduch.

24, Zplsob podle naroku 22, vyznadujici se tim, Ze d&le
zahrnuje spojeni elastomerni pevné latky nebo kalu
s &inidlem proti slepovani bud soulasné nebo nédsledné& po

kroku a).

25. ZplUsob vyroby suspenze z elastomerni pevné latky nebo
kalu vyznadujici se tim, Ze zahrnuje:

a) smésSovéani elastomerni pevné latky nebo kalu s vodou nebo
vodnym roztokem;

b) zavadéni energie do uvedené kombinace pevnd latka nebo
kal/voda tak, Ze uvedend pevnad latka nebo kal je
fluidizovan na suspenzi; a

c) odd&leni uvedené suspenze od zbytkové pevné latky nebo
kalu.

26. Zplsob vyroby suspenze z elastomerni pevné latky nebo
kalu vyznadujici se tim, Ze zahrnuje:

a) smé&Sovani elastomerni pevné latky nebo kalu s ¢inidlem
proti slepovani za vzniku kombinace pevna latka nebo
kal/&inidlo proti slepovéani;

b) smé3ovani uvedené kombinace pevnad latka nebo kal/¢inidlo

proti slepovéni s vodou nebo vodnym roztokem; a
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c) zavadéni energie do vodné smési uvedené kombinace pevna
ldtka nebo kal/&inidlo proti slepovani tak, Ze uvedenéa

nelepivd pevna latka nebo kal je fluidizovan na suspenzi.

27. Zpusob podle naroku 26, vyznacdujici se tim, Ze dale
zahrnuje michani uvedené kombinace pevna latka nebo
kal/&inidlo proti slepovéni za vzniku nelepivé pevné latky

nebo kalu pfed krokem b).

28. Zplsob podle néroku_26, vyznadujici se tim, Ze kroky

a) a ¢) jsou provadény soulasné.

29. Zplsob podle naroku 24, 26 nebo 28, vyznadujici se
tim, Ze ¢inidlo proti slepovani je vybrano ze skupiny
obsahujici hlinku, prasSkovité anorganické soli a kamenny

prach.

30. Zpusob podle naroku 24, 26 nebo 28, vyznadujici se
tim, Ze Cinidlo proti slepovani je vybréno ze skupiny |
zahrnujici préaskové vapno, portlandsky cement, bentonitovy
jil, piliny, kfemelinu, na pré3ek rozemleté klasy a jejich

smési.

31. Kompozice, vyznacdujici se tim, Ze obsahuje suspenzi

vyrobenou podle naroku 26 nebo 28.

32. PouZiti kultury mikroorgahismﬁ podle naroku 1 nebo 2
prfi zplsobu biologického &isténi suspenze obsahujici
alespoil jednu slouleninu nebo smés sloufenin vybranych ze
skupiny zahrnujici aromatické, nitrocaromatické,
halogenaromatické, halogennitroaromatické, alifatické a

halogenalifatické slouleniny, ktery zahrnuje
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a) Upravu pH suspenze k neutréalnimu pH, pokud je to tfeba;
b) kontaktovani uvedené neutrdlni suspenze s kulturou
mikroorganisml, pficemZ uvedené mikroorganismy jsou Clenem
skupiny zahrnujici mikroorganismy majici depozitni ¢&islo
ATCC 55644, 55648, 55645, 55641, 55647, 55642, 55643,
55646, 55649, 55722, 55723, 55724, 55725, 55726 a 55727.

33. Pou?iti podle naroku 32 dale zahrnujici:
c) kultivaci uvedeného mikroorganismu s uvedenou suspenzi
tak, Ze je degradovana sloucCenina na produkty zahrnujici

oxid uhlic¢ity a wvodu.

34, PouZiti podle néaroku 33, kde slouCeninou je aromaticka,

nitroaromatickd nebo halogenaromatickd sloulenina.

35. PouZiti podle néaroku 32, kde slouCeninou je nitrobenzen
a mikroorganismus je vybréan z mikroorganismi majicich
depozitni Cislo 55644, 55648, 55645 a 55641.

36. PouZiti podle néaroku 32, kde slouleninou nebo gmési
slou&enin je benzen, toluen, xylen, ethylbenzen, naftalen,
chlorbenzen, fenol, kresol, nitobenzen, anilin, anthracen,
dimethylfenol, halogennaftalen, methylnaftalen, styren,
methanol, formaldehyd nebo chlororoform, pyren,
acenaftylen, fluoranthen, fenanthren, benzo-(b)-
fluoranthen, dibenzofuran, chrysen, katechol, kyselina
m-toluylovéa, acetat kyseliny skoficové, vanilin, trans-
cinnamaldehyd, mesitylen, salicylét, 1,4-dinitrobenzen,
chlortoluen, chlorbenzoé&t, chlornitrobenzen, melamin,
kyselina kyanurovéa, hexadekan, limonen, nebo smés alespon

dvou uvedenych sloucenin.
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37. PouZiti kultury mikroorganismi podle naroku 1 nebo 2
pfi zplsobu biologickéhOféiéténi ve fluidni f4zi pevné
14tky nebo kalu obsahujiciho alesponl jednu slouceninu nebo
smds sloudenin vybranych ze skupiny obsahujici aromatické,
nitroaromatické, halogenaromatické, halogennitroaromatické,
' alifatické a halogenalifatické slouleniny, ktery zahrnuje:
a) smichéani uvedené pevné latky nebo kalu s vodou nebo
vodnym roztokem;

b) zavedeni energie do uvedené kombinace pevna latka nebo
kal/voda tak, Ze uvedend pevnéd l&tka nebo kal je
fluidizovén na suspenzi;

c) upravu pH uvedené suspenze k neutralnimu pH, pokud je to
t¥eba; a .

d) kontaktovédni uvedené neutrdlni suspenze

s kulturou mikroorganismi, priemZ uvedené mikroorganismy
jsou Clenem skupiny zahrnujici mikroorganismy majici
depozitni &islo ATCC 55644, 55648, 55645, 55641, 55647,
55642, 55643, 55646, 55649, 55722, 55723, 55724, 55725,
55726 a 55727. |

38, Pouziti podle néroku 37, které dale zahrnuje:
e) kultivaci uvedeného mikroorganismu s uvedenou suspenzi
tak, Ze sloucenina nebo smés sloulenin je degradovéna na

produkty zahrnujici oxid uhliéity a vodu.

39. PouZiti podle narcoku 37, kde pevnad latka nebo kal je
elastomerni pevnd latka nebo kal, a které dédle zahrnuje:
oddéleni uvedené suspenze od zbyvajici elastomerni pevné

latky nebo kalu pred krokem c¢).

40. PouZiti podle naroku 39 dale zahrnujici postupné

pridavani reziduédlni pevné latky nebo kalu k neutrélni
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suspenzi kontaktované s uvedenymi mikroorganismy v kroku
d).

41. Pouziti podle néaroku 37, kde slouCenina nebo smés je
aromatickéd, nitroaromatickd, halogennitroaromatickd nebo

halogenaromatickd sloucenina nebo jejich smés.

42, PouZiti kultury mikroorganismi podle naroku 1 nebo 2
pfi zplsobu biologického ¢idténi ve fluidni fazi
elastomenich pevnych latek nebo usazenin obsahujicich
alespoill jednu slouleninu nebo smés sloudenin vybranych ze
skupiny zahrnujici aromatické, nitroaromatické, |
halogenaromatické, halogennitroaromatické, alifatické a
halogenalifatické slouceniny, ktery zahrnuje:

a) smiché&ni uvedené elastomerni pevné latky nebo kalu

s Cinidlem proti slepovéani;

b) smiseni uvedené kombinace pevnd latka nebo kal/&inidlo
proti slepovéani s vodou nebo vodnym roztokem;

c) dodavéni energie do uvedené vodné kombinace pevna létka
nebo kal/¢inidlo proti slepovani tak, Ye uvedena nelepiva
pevnd latka nebo kal je fluidizovéan za vzniku suspenze;

d) upravu pH uvedené suspenze k neutrdlnimu pH, pokud je to
tFeba; |

e) kontaktovani uvedené neutralni suspenze s kulturou
mikroorganismli, pricemZ? uvedené mikroorganismy jsou &lenem
skupiny zahrnujici mikroorganismy majici depozitni ¢&islo
ATCC 55644, 55648, 55645, 55641, 55647, 55642, 55643,
55646, 55649, 55722, 55723, 55724, 55725, 55726 a 55727.

43. PouZiti podle naroku 42 dale zahrnujici pfed krokem b)
miseni uvedené kombinace pevnad l&tka nebo kal/¢inidlo proti

slepovani za vzniku nelepivé pevné latky nebo kalu.
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44. PouZiti kultury mikroorganismi podle néroku 1 nebo 2
pfi zplsobu biologického Cidténi ve fluidni fazi
elastomernich pevnych latek nebo kalll obsahujicich alespoii
jednu slouceninu nebo smés sloudenin vybranych ze skupiny
zahrnujici aromatické, nitroaromatické, halogenaromatické,
halogennitroaromatické, alifatické a halogenalifatické
slouceniny, ktery zahrnuje:

a) smichéni elastomerni pevné latky nebo kalu s &inidlem
proti slepovédni a s vodou nebo vodnym roztokem za vzniku
smési;

b) zavedeni energie do uvedené smési vytvofené v kroku a)
tak, Ze uvedenéd elastomerni pevnéd létka nebo kal je
fluidizovan na suspenzi;

c) upravu pH uvedené suspenze k neutrdlnimu pH, pokud je to
tfeba; a

d) kontaktovani uvedené neutrédlni suspenze

s kulturou mikroorganisml, prficemZ uvedené mikroorganismy
jsou &lenem skupiny zahrnujici mikroorganismy majici
depozitni Cislo ATCC 55644, 55648, 55645, 55641, 5§647,
55642, 55643, 55646, 55649, 55722, 55723, 55724, 55725,
55726 a 55727.

45, PouZiti podle naroku 40 dadle zahrnujici:
e) kultivaci uvedeného mikroorganismu s uvedenou suspenzi
tak, Ze sloucCenina nebo smés slouCenin je degradovana na

produkty zahrnujici oxid uhli¢ity a vodu.

46. PouZitl podle naroku 44, kde sloulenina nebo smés je
aromatickd, nitroaromatickd nebo halogenaromatickéa

slouCenina nebo jejich smés.
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47. PouZiti podle naroku 42 nebo 44, kde &inidlo proti
slepovani je vybréno ze skupiny obsahujici jily, praskové

anorganické soli a kamenny prach.

48. PouZiti podle néaroku 42 nebo 44, kde &inidlo proti
slepovani je vybréno ze skupiny sestédvajici z praskového
vapna, portlandského cementu, bentonitové hlinky, pilin,

kr¥emeliny, na préaSek rozemletych klasl a jejich smé&si.

49, PouZiti podle naroku 37, 42 nebo 44, kde sloudenina
nebo smé&s sloulenin je benzen, toluen, xylen, ethylbenzen,
naftalen, chlorbenzen, fenol, kresol, nitobenzen, anilin,
anthracen, dimethylfenol, styren, halogénnaftalen,
methylnaftalen, methanol, formaldehyd neboc chloroform nebo

jejich smés.

50. PouZiti podle néaroku 32, 37, 42 nebo 44, déale
zahrnujici monitorovani mizeni uvedené slouCeniny nebo

smési sloulenin z uvedené suspenze.

51. PouZiti podle néroku 32, 37, 42 nebo 44 dé&le zahrnujic
dodéavani kysliku pfidavkem kyslik obsahujici nebo kyslik

uvolnujici kompozice.

52. Zpusob podle naroku 51, kde kyslik obsahujici nebo
uvolnujici kompozice je vybréana ze skupiny obsahujici
vzduch, d&isty kyslik, peroxid, jiné peroxy chemikéalie,

které uvolnuji kyslik, a jejich smési.

53. Zplsob podle naroku 51, kde tlak rozpudténého kysliku

je mezi asi 0,1 % a 100 % saturace.

i
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54. ZplUsob podle n&roku 53, kde tlak rozpuSténého kysliku

je mezi asi 4 $ a 80 % saturace.
J

55. PouZiti podle n&roku 33, 38 nebo 45, kde kultivace
probihd v pfitomnosti uhliku, dusiku a fosforu v poméru

mezi asi 10 ¢+ 1 : 0,1 a asi 50 : 1 : 1.
56. PouZiti podle naroku 55, kde pomér je asi 25 : 1 : O,1.

57. PouZiti podle néaroku 42, 43, 44 nebo 47, kde ¢inidla
proti slepovani je asi 2 aZ 100 % hmotn. plvodni pevné

latky nebo kalu.

58. Zptsob podle naroku 32, 37, 42 nebo 44, kde suspenze je

mezi asi 20 aZ 100 % hmotn. plvodni pevné latky nebo kalu.

59. Zplsob podle naroku 58, kde suspenze Jje mezi asi 62 aZ

100 % hmotn. plvodni pevné latky nebo kalu.

60. Zplsob podle naroku 32, 37, 42 nebo 44, kde préces
biologického &isténi je provéanén vsadkovym zpusobem,

sekvenénim vsaddkovym zplUsobem nebo kontinudlnim zpusobem.

61. PouZiti kultury mikroorganismi podle naroku 1 nebo 2
pfi zplsobu bioclogického &i&téni v pevné fédzi pevnych
latek, kall nebo pld obsahujicich alespofi jednu slouleninu
nebo smés sloudenin vybranych ze skupiny zahrnujici
aromatické, nitroaromatické, halogenaromatické,
halogennitroaromatické, alifatické a halogenalifatické

sloueniny, ktery zahrnuje:
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a) sméSovani uvedené pevné latky, kalu nebo pudy

s objemovym ¢inidlem tak, Ze tekutina miZe snadno prochézet
nabylou smé&si;

b) Upravu pH nabylé smési k neutréinimu pH, pokud je to
tfeba; a

c) kontaktovani uvedené nabylé smési s mikroorganismy,
pri¢emZ uvedené mikroorganismy jsou &lenem skupiny
zahrnujici mikroorganismy majici depozitni &islo ATCC
55644, 55648, 55645, 55641, 55647, 55642, 55643, 55646,
55649, 55722, 55724, 55725, 55727, 55726 a 55727.

62. PouZiti podle naroku 62 dale zahrnujici:

d) kultivaci uvedenych mikroorganismi s uvedenou nabylou
pevnou l&tkou, kalem nebo pldou tak, Ze uvedenid sloulenina

je degradovéana na produkty zahrnujici oxid uhlicity a wvodu.

63. PouZiti podle naroku 61, kde mikroorganismus mé

depozitni ¢islo ATCC 55644,

64. PouZiti podle naroku 61, kde sloucenina nebo smés
slouCenin je aromatické, nitroaromatickd nebo

halogenaromatickd slouenina nebo jejich smés.

65. PouZiti podle naroku 62, kde slouleninou nebo smé&si
slouenin je benzen, toluen, xylen, ethylbenzen, naftalen,
chlorbenzen, fenol, kresol, nitrobenzen, anilin, anthracen,
dimethylfenol, styren, halogennaftalen, methylnaftalen,
methanol, formaldehyd, chloroform, pyren, acenaftylen,
flurcanthen, fenanthren, benzo-(b)-fluoranthen,
dibenzofuran, chrysen, katechol, m-toluylovad kyselina,
acetit kyseliny skoficové, vanilin, trans-aldehyd kyseliny

skoficové, mesitylen, salicylat, 1,4-dinitrobenzen,
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chlortoluen, chlorbenzodt, chlornitrobenzen, melamin,

kyanuronovad kyselina, hexadekan, limonen nebo jejich smés.

66. PouZiti podle naroku 61, kde slouceninou je nitrobenzen
a mikroorganismus je vybrédn z mikroorganismu majici
depozitni &islo ATCC 55644, 55648, 55645 a 55641.

67. PouZiti podle naroku 61, kde slouceninou je naftalen,
methylnaftalen, chlornaftalen nebo anthracen a
mikroorganismus je vybrdn z mikroorganism majicich
depozitni &islo ATCC 55644, 55648, 55646, 55649 a 55645.

68. PouZiti podle naroku 61, kde slouleninou je anilin a
mikroorganismus je vybréan z mikroorganismi majicich
depozitni &islo ATCC 55644, 55645, 55641 a 55648.

69. PouZiti kultury mikroorganisml podle naroku 1 nebo 2
pri zpusobu biologického &isténi v pevné féazi dehtovitych
a/nebo elastomernich pevnych létek, kald nebo plid
obsahujicich alespofl jednu slouceninu nebo smés slouenin
vybranych ze skupiny zahrnujici aromatické,
nitroaromatické, halogenaromatické, halogennitroaromatické,

alifatické a halogenalifatické sloudeniny, ktery zahrnuje:

a) smiseni dehtovité nebo elastomerni pevné léatky,
dehtovitého nebo elastomerniho kalu nebo dehtovité nebo
elastomerni plGdy s ¢inidlem proti slepovani tak, Ze uvedena
pevna latka, plda nebo kal tvori partikularizovanou smés,

kterd je méné dehtovitd a/nebo elastomerni;

b) Upravu pH uvedené smési k neutrédlnimu pH, pokud je to

treba; a
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c) kontaktovani uvedené smési s mikroorganismy, pfricemZ
uvedené mikroorganismy Jjsou Clenem skupiny zahrnujici
mikroorganismy majici depozitni &islo ATCC 55644, 55648,
55645, 55641, 55647, 55642, 55643, 55646, 55649, 55722,
55723, 55724, 55725, 55726 a 55727.

70. PouZiti podle néroku 69, které dale zahrnuje:

d) kultivaci uvedenych mikroorganismt s uvedenou
slouCeninou nebo smési sloucenin tak, Ze uvedend slocuclenina

je degradovéna na produkty zahrnujici oxid uhliéity a wvodu.

71. PouZiti podle néroku 69, které didle zahrnuje smiseni
partikularizované dehtovité nebo elastomerni pevné latky,
dehtovitého nebo elastomerniho kalu nebo dehtovité nebo
elastomerni ptidy s objemovym &inidlem bud soudasné& nebo

nasledné po kroku a).

72. PouZiti podle naroku 69, kde mikroorganismus mé

depozitni ¢islo ATCC 55644.

73. PouZiti podle naroku 69, kde sloulenina nebo smé&s Jje
aromaticka, nitroaromatické&, nebo halogenaromatickéa

slougenina nebo smés uvedenych sloudenin.

74, PouZiti podle naroku 69, kde sloulenina nebo smés ﬁe
benzen, toluen, xylen, ethylbenzen, naftalen, chlorbenzen,
fenol, kresol, nitrobenzen, anilin, anthracen,
dimethylfenol, styren, halogennaftalen, methylnaftalen,
methanol, formaldehyd, chloroform, pyren, acenaftylen,
fluroanthen, fenanthren, benzo-(b)-fluoranthen,

dibenzofuran, chrysen, katechol, m~-toluylova kyselina,
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acetat kyseliny skorficové, vanilin, trans- aldehyd kyseliny
skoficové, mesitylen, salicyléat, 1,4-dinitrobenzen,
chlortoluen, chlorbenzodt, chloronitrobenzen, melamin,
kyanuronova kyselina, hexadekan, limonen nebo smés alespon

dvou uvedenych sloulenin.

75. PouZiti podle naroku 69, kde sloulCeninou je nitrobenzen
a mikroorganismus je vybrén z mikroorganismﬁ majicich

depozitni &islo ATCC 55644, 55648, 55645 a 55641.

76. PouZiti podle naroku 69, kde sloueninou je naftalen,
methylnaftalen, chlornaftalen nebo anthracen a
mikroorganismus je vybrdn z mikroorganismd majicich

depozitni &islo ATCC 55644, 55648, 55646, 55649 a 55645.

77. PouZiti podle naroku 69, kde slouleninou je anilin a
mikroorganismus je vybran z mikroorganismi majicich

depozitni &islo ATCC 55644, 55645, 55641 a 55648.

78. PouZiti podle naroku 61 nebo 71, kde objemové &inidlo
je vybradno ze skupiny zahrnujici sekané organické materidly

a anorganické soli.

79. PouZiti podle nédroku 61 nebo 71, kde objemové &inidlo
je vybrano ze skupiny zahrnujici dfevé&né od3tépky, piliny,

klasy a jejich smési.

80. PouZiti podle néroku 69, kde Cinidlo proti slepovani je
vybréano ze skupiny zahrnujici préskové vapno, portlandsky
cement, bentonitovy jil, infuzoriovou hlinku, piliny,

praskové klasy a jejich smési.
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81. PouZiti podle naroklt 61 nebo 71, které dale zahrnuje:
d) monitorovani mizeni sloufeniny nebo smési slouclenin

z uvedené nabylé smési.

82. PouZiti kultury mikroorganismi podle naroku 1 nebo 2
pri zplsobu biologického ¢isténi odpadnich materialt
obsahujicich alespoil jednu sloudeninu vybranou ze skupiny
zahrnujici aromatické, nitroaromatické, halogenaromatické,
halogennitroaromatické, alifatické a halogenalifatické
slouCeniny, ktery zahrnuje:

a) smichani &inidla schopného chemicky konvertovat silné&
halogenované organické slouceniny, silné nitrované
organické sloucleniny nebo silné nitrované a zesitované
polymerni slouleniny v odpadnim materidlu na monomerni
slouCeniny za vzniku pfedzpracované kompozice; a

b) kontaktovani uvedené prfedzpracované kompozice

s kulturou mikroorganisml, pficemZ uvedené mikroorganismy
jsou Cleny skupiny zahrnujici mikroorganismy, které maji
depozitni ¢&islo ATCC 55644, 55648, 55645, 55641, 55647,
55642, 55643, 55646, 55649, 55722, 55723, 55724, 55725,
55726 a 55727.

83. PouZiti podle néaroku 82 dale zahrnujici:
¢) kultivaci uvedenych mikroorganisml tak, Ze uvedené
slouCenina nebo smés sloucenin je degradovéna na produkty

zahrnujici oxid uhlicity a vodu.

84. PouZiti podle nédroku 82, kde mikroorganismy maji

depozitni &islo 55644.

85. PouZiti podle naroku 82, kde slouCenina nebo smés

slouCenin je benzen, toluen, xylen, ethylbenzen, naftalen,
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chlorbenzen, fenol, kresol, nitrobenzen, anilin, anthracen,
dimethylfenol, styren, halogennaftalen, methylnaftalen,
methanol, formaldehyd, chloroform, pyren, acenaftylen,
fluroanthen, fenanthren, benzo- (b)-fluoranthen,
dibenzofuran, chrysen, katechol, m-toluylova kyselina,
acetat kyseliny skoficové, vanilin, trans- aldehyd kyseliny
skoficové, mesitylen, salicyléat, 1,4-dinitrobenzen,
chlortoluen, chlorbenzoéat, chloronitrobenzen, melamin,

kvanuronovd kyselina, hexadekan, limonen nebo jejich smés.

86. Zplsob podle naroku 82, kde slouleninou je nitrobenzen
a mikroorganismus je vybrdn z mikroorganismi majicich

depozitni &islo ATCC 55644, 55648, 55645 a 55641.

87. Zpusob podle néroku 82, kde slouleninou je naftalen,
methylnaftalen, chlornaftalen nebo anthracen a
mikroorganismus je vybradn z mikroorganisml majicich

depozitni ¢islo ATCC 55644, 55648, 55646, 55649 a 55645.

88. Zplsob podle naroku 82, kde sloudeninou je anilin a
mikroorganismus je vybrén z mikroorganismi majicich
depozitni ¢islo ATCC 55644, 55645, 55641 a 55648.

89. Pouziti podle naroku 82, kde ¢inidlem je Fentonovo

¢inidlo nebo kovové Zelezo.

90. Biofiltr vyznadujici se tim, Ze obsahuje zarizeni
majici kulturu mikroorganismi podle néroku 1 nebo 2
imobilizovanou na pevném nosici, pficemZ uvedené
mikroorganismy Jjsou Clenem skupiny zahrnujici

mikroorganismy, které maji depozitni &islo ATCC 55644,
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55648, 55645, 55641, 55647, 55642, 55643, 55646, 55649,
55722, 55723, 55724, 55725, 55726 a 55727.

91. PouZiti kultury mikroorganisml podle naroku 1 nebo 2
pfi zplsobu biologického ¢i&téni odpadnich vod obsahujicich
sloudeninu nebo sm&s sloudenin vybranych ze skﬁpiny
zahrnujicich aromatické, nitroaromatické,
halogenaromatické, halogennitroaromatické, alifatické a
halogenalifatické slouleniny, ktery zahrnuje pratok
uvedenYch odpadnich vod pfes biofiltr, ktery obsahuje
zafizeni majici mikroorganismy imobilizované na pevném
nosidi, pfifemZ uvedené mikroorganismy maji depozitni &islo
ATCC 55644, 55648, 55645, 55641, 55647, 55642, 55643,
55646, 55649, 55722, 55723, 55724, 55725, 55726 a 55727.

92. PouZiti podle naroku 91, kde mikroorganismy maji

depozitni &¢islo ATCC 55644.

93. PouZiti podle naroku 91, kdevslouéeninou je benzen,
toluen, xylen, ethylbenzen, naftalen, chlorbenzen,jfenol,
kresol, nitrobenzen, anilin, anthracen, dimethylfenol,
styren, halogennaftalen, methylnaftalen, methanol,

formaldehyd nebo chloroform.

94. PouZiti podle naroku 91, kde slouceninou je nitrobenzen
a mikroorganismus je vybran z mikroorganismli, které maji

depozitni ¢islo ATCC 55644, 55648, 55645 a 55641.

95. PouZiti podle naroku 91, kde slouceninou je naftalen,
methylnaftalen, chlornaftalen nebo anthracen a
mikroorganismus je vybrédn z mikroorganismi majicich

depozitni &islo ATCC 55644, 55648, 55646, 55649 a 55645.
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96. PouZiti podle naroku 91, kde slouCeninou je anilin a
mikroorganismus je vybran z mikroorganisml majicich

depozitni &islo ATCC 55644, 55645, 55641 a 55648.
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