Chem. Listy 105, 654—660 (2011)

Referat

BAKTERIALNI DEGRADACE POLYBROMOVANYCH DIFENYLETHERU

JANA VRKOSLAVOVA, HANA STIBOROVA,
TEREZA ZEMANOVA, MARTINA MACKOVA
a KATERINA DEMNEROVA

Ustav biochemie a mikrobiologie, Vysokd skola chemicko-
technologickd, Technicka 5, 166 28 Praha 6
Jana.Vrkoslavova@yvscht.cz

Doslo 10.1.11, ptijato 3.3.11.

Klicova slova: polybromované difenylethery, toxicita,
biodegradace

Obsah

1. Uvod
2. Fyzikalné-chemické a toxikologické vlastnosti poly-
bromovanych difenylethert

3. Bakterialni degradace polybromovanych difenylethert
3.1. Anaerobni degradace
3.2. Aerobni degradace

4. Zavér

1. Uvod

Pozary byly od nepaméti hlavnimi pfi¢inami ztrat
na zivotech a §kod na majetku. Béhem poslednich nékolika
desetileti jsou diky modernim technologiim vyrabény
a pouzivany ohnivzdorné latky, které redukuji moznost
vzniceni a hofeni Siroké Skaly textilii, plastl, stavebniho
materialu a elektronického vybaveni'. Jde o tzv. retardato-
ry (zpomalovace) hofeni. Mechanismus jejich Géinku spo-
¢iva v tom, ze produkty jejich rozkladu riznymi zptsoby
zabranuji hoteni. Tyto produkty vznikaji pfi teploté nizsi,
nez je teplota, pii které se rozklada (hoti) polymerni matri-
ce, v niz jsou obsazeny’. Retardatory horeni délime dle
zpusobu jejich zaclenéni do matrice. Aditivni retardatory
hofeni jsou pouze rozpusténé v matrici, proto maji tenden-
ci se ztéto matrice uvolnovat a vstupovat do zivotniho
prostiedi. Reaktivni retardatory hofeni jsou do matrice
zaClenény kovalentni vazbou, proto je jejich uvoliovani
hoteni predstavuji nejvyznamnéjs$i skupinu retardatorQ
hoteni a zahrnuji Sirokou $kélu latek®, napt. polybromova-
né bifenyly (PBB), polybromované difenylethery (PBDE),
hexabromcyklododekan (HBCD) a tetrabrombisfenol A
(TBBPA). V nasi studii jsme se soustiedili na PBDE. Je-
jich nevyhodou je, Ze patii do skupiny aditivnich retardato-
rt hotfeni.
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Vyroba PBDE zacala v roce 1965. V roce 1981 byla
prokdzana pritomnost téchto latek v tukové tkani ryb
(Svédsko, Viskan River)’ a pozdéji také v jinych vzorcich,
jak v abiotickych (vzduch, prach, sedimenty ek, kaly
z Cistiren odpadnich vod), tak iv biotickych (zejména ry-
by, savci a ptaci)™. Vyskyt PBDE byl prokazan také
v lidské tukové tkéni, matefském mléce a krvi®'’. Hlavni
zdroje PBDE pro lidsky organismus jsou prach'"'* a kon-
zumace tuénych ryb'2. Nékolik studii popisuje také trans-
port PBDE ze zeminy a kalt z Cistiren odpadnich vod
do rostlin, které pak mohou hrat duleZitou roli transportért
PBDE v potravnim fetdzci'*™'*.

Siroky vyskyt PBDE v zivotnim prostiedi a jejich
toxicita jsou diitvodem k podrobnéjsimu studiu jejich distri-
buce, vlastnosti a moznosti jejich degradaci v Zivotnim
prostiedi. Cilem tohoto referatu je struény piehled o fyzi-
kalné-chemickych, toxikologickych vlastnostech PBDE
a moznostech jejich degradace pomoci bakterii.

2. Fyzikalné-chemické a toxikologické
vlastnosti polybromovanych difenyletheri

Obecny chemicky vzorec polybromovanych difenyl-
etheri (PBDE) je Ci,H.9)Bri.10 Chemickd struktura
téchto latek a jejich metabolitti je podobna chemické struk-
tufe polychlorovanych bifenylt (PCB), polybromovanych
bifenylt (PBB) a dichlordifenyltrichlorethanu (DDT) — viz
obr. 1. Ztéto podobnosti vyplyvaji podobné fyzikalné-
chemické vlastnosti a také podobné negativni ucinky na
lidské zdravi'®'”. Podobn& jako PCB tvoii PBDE
209 kongenerii. Za normalnich podminek jsou PBDE pev-
né nebo kapalné latky s bodem varu vyssim nez 300 °C.
Jejich rozdé€lovaci koeficient oktanol/voda (log K,y) se
pohybuje v rozmezi 4-10, jde tedy o vysoce hydrofobni
latky'®, diky ¢emu maji schopnost pevné se sorbovat
na pevné Castice jako napf. zemina, sedimenty nebo pra-
chové &astice®'. Tekavost PBDE je nepfimo umérna po-
¢tu atomt bromu v molekule. Proto se vySe bromované
kongenery sorbuji na ¢astice a jsou méné€ mobilni ve vzdu-
chu na rozdil od niZze bromovanych kongenerut, které jsou
snadno prenaseny vzduchem do velkych vzdalenosti®.

Vzhledem ke strukturni podobnosti PBDE, zejména
tetra- a penta- kongenerli obsazenych v technické smési
PentaBDE, a jejich hydroxylovanych derivati s hormony
Stitné  zlazy tyroxinem (3,3’,5,5’-tetrajodtyronin, T4)
a trijodtyroninem (3,3°,5- trijodtyronin, T3) viz obr. 1,
ptsobi PBDE jako endokrinni disruptory. Dale mohou mit
neurotoxické a v pripadé dekaBDE i karcinogenni Gcinky
(byly zatim prokazany pouze u dekaBDE, a to po podavani
vysokych davek této latky)™'"2**!. Samotna akutni toxicita
PBDE je velmi nizk4, projevuje se minimalnimi drazdivy-
mi G¢inky. Subakutni/subchronicka toxicita se projevuje
zvétsenim jater, ledvin a §titné zlazy™.
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Obr. 1. Chemicka struktura polybromovanych difenyletherii (PBDE) a strukturné podobnych slou¢enin: / PBDE; /I polybromova-
né bifenyly (PBB); /Il polychlorované bifenyly (PCB); IV dichlordifenyltrichlorethan (DDT); V' 2,2°,4,4’,6-pentabromdifenylether
(BDE 100); V1 3,3”,5- trijodtyronin (T3); Vil 4’-hydroxy-2,3’,4,5”,6-pentabromdifenylether; V7 3,3°,5,5’-tetrajodtyronin (tyroxin, T4)

3. Bakterialni degradace polybromovanych
difenyletheru

Studium mikrobidlni degradace prevaZné perzistent-
nich halogenovanych sloucenin vedlo k objeveni fady
dehalogenacnich enzymii a mechanismi™?*, Kli¢ovym
krokem pii degradaci téchto sloucenin je dehalogenace.
Béhem této reakce je halogen nejcastéji nahrazen atomem
vodiku nebo hydroxylovou skupinou®. Reduktivni dehalo-
genace PBDE probih4 za anaerobnich podminek a vznikaji
pfi ni méné bromované kongenery — atom bromu je nahra-
zen atomem vodiku. Velmi mélo je v§ak zndmo o aerobni
degradaci téchto latek. V tomto pripadé dochazi k oxida-
tivni dehalogenaci, pfi niz je halogen substituovan hydro-
xylovou skupinou. Chemické struktury jednotlivych kon-
generi PBDE vyskytujicich se dale v textu (pokud nejsou
uvedeny systematickym nazvem) jsou uvedeny na obr. 2.

3.1. Anaerobni degradace

Jednu z prvnich studii anaerobni degradace PBDE
vedouci ke vzniku nize bromovanych kongenerii popsal
Gerecke a spol.”. Experiment byl proveden s odpadnim
kalem kontaminovanym BDE 209 (dekaBDE). Koncentra-
ce tohoto kongeneru byla navySena pfidavkem technické
smési DekaBDE (smés deka- a nonaBDE). Pro stimulaci
degradace byly do vzorkll kalu pfidany tzv. aktivatory
degradace, konkrétné 4-brombenzoova kyselina, 2,6-di-
brombifenyl, tetrabrombisfenol A (TBBPA), hexabrom-
cyklododekan (HBCD) a dekabrombifenyl. Pozitivni vliv
aktivatord degradace byl jiz dfive zminén ve studii o de-
gradaci PCB?’. Po 238denni kultivaci za anaerobnich pod-
minek doSlo k poklesu piivodni koncentrace BDE 209
(dekaBDE) o 30 % a bylo zaznamenano zvyseni koncen-
trace kongenerti nonaBDE a vznik kongenerdi oktaBDE,
které nebyly obsazeny v plvodni technické smési ani
ve sterilnim kontrolnim vzorku. V pfipad¢ kultivace bez
aktivatord degradace byl narist koncentrace vySe zminé-
nych kongenert pfiblizn€ polovicni.
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Obr. 2. Prehled jednotlivych kongenerii polybromovanych difenyletherti (PBDE) zminénych v textu: / BDE 209; // BDE 203;
111 BDE 197; IV BDE 196; V BDE 184; VI BDE 183; VIl BDE 153; ViII BDE 138; IX BDE 128; X BDE119; XI BDE 99; XII BDE 66;

XIII BDE 47; XIV BDE 28; XV BDE 17

Tokarz III a spol.”® studoval degradaci PBDE v sedi-
mentu s nedetegovatelnym mnozstvim PBDE nebo
v biomimetickém systému (BS), ktery simuloval sediment
s optimalnimi methanogennimi podminkami. Sediment
nebo biomimeticky systém byly obohaceny bud’ o BDE 47
(tetraBDE) nebo BDE 99 (pentaBDE) — kongenery, které
se nejvice vyskytuji v organismech nebo BDE 209
(dekaBDE) — nejvice produkovany a nejpouzivanéjsi kon-
gener. V BS dochézelo k podstatné rychlejsim a G¢inné;j-
$im debromacim. Zatimco v BS doslo k debromaci BDE
209 (dekaBDE) na penta- a tetraBDE jiz za 24 hodin, tak
v sedimentu probé&hla vyraznéjsi debromace az po tfech
apul letech. Prestoze doslo ke zvySeni koncentrace ev.
vzniku nona- az hexaBDE, tak dominantni zastoupeni mél
neustale kongener BDE 209 (dekaBDE) a z nize bromova-
nych nona- a oktaBDE. Debromace BDE 99 (pentaBDE)
nebo BDE 47 (tetraBDE) trvaly v BS tadové nekolik dn,
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na rozdil od debromaci v sedimentu, které byly detegova-
telné az po osmi mésicich. Hlavnimi produkty degradace
BDE 99 (pentaBDE) byly vobou pfipadech tetra-
a triBDE. U BDE 47 (tetraBDE) byla pozorovana nejnizsi
debromacni aktivita. V BS doslo po 15 dnech k debromaci
pouze z 12 %, a to na kongenery BDE 28 a BDE 17
(triBDE). V sedimentu poklesla koncentrace tohoto konge-
neru o vice nez 30 %. Nebyl vSak zaznamenan vznik méné
bromovanych produktd (mimo nepatrny narist BDE 17
(triBDE)), z ¢ehoz mizeme usoudit, Zze degradace probiha-
la pravdépodobné jinym mechanismem nez je reduktivni
debromace. Protoze fada vznikajicich produktii - BDE 184
(heptaBDE), BDE 128 a BDE 138 (hexaBDE), BDE 99
a BDE 119 (pentaBDE) a BDE 47 a BDE 66 (tetraBDE) -
ma atomem bromu substituované obé polohy para, tj. 4,4,
jsou tyto kongenery vice rezistentni k mikrobialni degradaci.
Anaerobni debromace PBDE byla potvrzena u n¢koli-
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ka bakterialnich druhG. Tuto schopnost prokazal He
aspol.” u bakterie Sulfurospirillum multivorans, dvou
kment bakterie rodu Dehalococcoides ev. jejich nabohace-
nych kultur se schopnosti reduktivni dehalogenace chloro-
vanych sloucenin. Degrada¢ni experiment probihal
v definovanych  minerdlnich  médiich  obohacenych
o BDE 209 (dekaBDE) nebo smés OktaBDE (smés nona-,
okta-, hepta- a hexaBDE kongenerti). Pouze u bakterie
S. multivorans se schopnosti dechlorovat tetrachlorethen
(PCE) a trichlorethen (TCE) — vysoce chlorované moleku-
ly ethenu - byla po dvou mésicich kultivace zaznamenana
debromace BDE 209 (dekaBDE). Detegovany byly okta-
a heptaBDE. Degradace smési OktaBDE vSak neprobéhla
ani po jednom roku kultivace. Naopak ostatni studované
bakterie a jejich kultury byly schopny smés OktaBDE
degradovat na smés hepta- az diBDE. U bakterie
D. ethenogenes 195 dochazelo k debromaci na hepta- az
pentaBDE béhem Sesti mésict kultivace. Debromace na-
bohacenou kulturou EC195 byla rychlejsi a ucinngjsi. Jiz
po tfech mésicich byly stanoveny také tetra- a diBDE.
Bakterie Dehalococcoides sp. BAV1 vykazovala debro-
macni aktivitu pouze v kombinaci s kulturou EC195. Pro-
dukty degradace byly tetra-, tri- a diBDE. Lze tedy pted-
pokladat, ze D. ethenogenes 195 debromuje vyse bromo-
vané kongenery a Dehalococcoides sp. BAV1 nize bromo-
vané kongenery. Kultura ANAS projevila debromacni
aktivitu, pokud doSlo k jeji kombinaci s D. ethenogenes
195. Jako produkty byly stanoveny hepta- az diBDE.

Referat

Z celkové studie vyplynulo, ze ortho-substituované
(polohy 2,2°,6,6°) nebo para-substituované (polohy 4, 4°)
kongenery PBDE, napt. BDE 99 (2,2°,4,4°,5-pentaBDE)
nebo BDE 47 (2,2°,4,4’-tetraBDE), jsou vice rezistentni
mikrobialni degradaci, protoze se nachazeji jako produkty
debromaci. Podobny zavér mél ve studii také Tokarz III
a spol.?®

Robrock a spol.”” provedli podrobngjii studii tykajici
se debromace smési OktaBDE (smés deka-, nona-, okta-,
hepta- a hexaBDE kongenerti), sedmi kongeneri PBDE
obsazenych v technické smési OktaBDE (DE-79) -
BDE 203, BDE 197, BDE 196 (octaBDE), BDE 183
(heptaBDE), BDE 153 (hexaBDE) — a dvou kongeneri
nejvice zastoupenych v zivotnim prostfedi - BDE 99
(pentaBDE) a BDE 47 (tetraBDE). K debromaci, ktera
probihala v definovanych mineralnich médiich, byly pou-
zity bakterie rodi Dehalococcoides, Dehalobacter, Desul-
fitobacterium a Desulfomonile. K debromaci smési Okta-
BDE byly pouzity kmeny Desulfitobacterium hafniense
PCP-1, Desulfitobacterium chlororespirans Co23, Desulfi-
tobacterium dehalogenans JW/IU-DC1, Dehalobacter
restrictus PER-K23 a Desulfomonile tiedjei DCB-1 a kul-
tura bakterii rodu Dehalococcoides ziskana nabohacovaci
kultivaci v ptitomnosti TCE — ANAS195. Pouze u bakterie
Desulfomonile tiedjei DCB-1 debromace nebyla zazname-
nana. Produktem debromace ostatnich bakterii byla smés
niZze bromovanych kongenerli pohybujici se v rozmezi
hepta- az triBDE vcetné kongenerdt BDE 47 (tetraBDE)
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Obr. 3. Degradace monohalaogenovanych derivati difenyletheru (DE) bakterii Sphingomonas sp. SS3: I monohalogenovany DE;
Il monohalogenovany 1,2-dihydroxy-1,2-dihydrodifenylether; /// monohalogenovany fenol; /V katechol; ' monohalogenovany 1,2-di-
hydroxy-1,2-dihydrodifenylether; /7 monohalogenovany katechol; VI fenol
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a BDE 99 (pentaBDE), které maji atomy bromu substituo-
vané ob¢ polohy para. Pro degradaci jednotlivych konge-
nert byly vyuzity D. restrictus a D. hafniense a nabohace-
nd kultura ANASI195. VSechny zvolené kongenery byly
béhem tii mésicti debromovany na nize bromované konge-
nery, avSak jeji ucinnost se u jednotlivych kultur liSila.
Debromace probihala pfednostné v polohach meta (polohy
3,3°,5,5%), ale také v polohdch para (polohy 4,4’), pokud
byl atom bromu v této poloze mezi dvémi dalSimi atomy
bromu. Obecné byla debromace delsi pro vyse bromované
kongenery, coz je v souladu se studii, kterou provedl To-
karz III a spol.”®. Tento trend je spojovéan se stoupajicim
hydrofobnim charakterem a spoftem atomi bromu
na molekule difenyletheru.

3.2. Aerobni degradace

spektra produktd. Vznikaly nejen hydroxylované PBDE,
ale také produkty vznikajici S§tépenim etherové vazby.
Schmidt a spol.*' popsali degrada¢ni drahu difenyletheru
(DE) a jeho monohalogenovanych derivatd. Pouzil bakterii

Referat

Sphingomonas sp. SS3, ktera byla izolovana ze vzorku
zeminy ze skladky primyslového odpadu nabohacovaci
kultivaci s 4-fluordifenyletherem. Po mési¢ni adaptaci
rostla bakterie také v pfitomnosti 4-chlordifenyletheru
a 4-bromdifenyletheru. Obr.3 demonstruje degradacni
drahu halogenovanych difenyletherd vedouci ke vzniku
fenolu a halogenovaného katecholu (v ptfipadé oxidace
na halogenovaném jadru) nebo halogenovaného fenolu
a katecholu (v ptipadé oxidace na nehalogenovaném ja-
dru). V pfitomnosti 4-bromdifenyletheru byla zaznamena-
na nejdelsi doba zdvojeni bakterii. Jeji délka byla nepiimo-
umeérnd biodostupnosti substratu, kterd nartistd s jeho roz-
pustnosti.

Kim a spol.*? ve své studii pouzili bakterii Sphin-
gomonas sp.PH-07 izolovanou z odpadniho kalu naboha-
covaci kultivaci s DE. Bakterie byla dale pouzita pro studi-
um degradace DE a péti vybranych bromovanych difenyl-
ether(. Bakterie kompletn¢ transformovala DE béhem Sesti
dnti na fenol a 2-hydroxymukonovou kyselinu. V piipadé
transformace  4-bromdifenyletheru a  2,4-dibrom-
difenyletheru vznikly 2-hydroxymukonova kyselina
a bromované fenoly. K dalSim produktim transformace
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Obr. 4. Nejvyznamnéjsi produkty transformace polybromovanych difenyletheri (PBDE) bakterii Sphingomonas sp. PH-07:
1 4-bromdifenylether; /I 4-bromfenol; /I 2-hydroxymukonova kyselina; /" 2,4-dibromdifenylether; ¥ 2,4-dibromfenol; V1 2-hydroxy-
mukonova kyselina; VII 4,4’-dibromdifenylether; VIII 2°,3’-dihydroxy-4,4’-dibromdifenylether; ZX 2,4,4’-tribromdifenylether; X 2,4-di-

bromfenol
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pattily také bromované katecholy. Pfi transformaci 4,4’-di-
bromdifenyletheru vznikal 2’,3’-dihydroxy-4,4’-di-
bromdifenylether a v minimalnim mnozstvi 4-bromfenol.
Produktem transformace 2,4,4’-tribromdifenyletheru byl
2,4-dibromfenol (obr. 4). 2,4,6-Tribromdifenylether trans-
formovan nebyl. Béhem osmi dnd bylo transformovano
23 % 4-bromdifenyletheru, 14 % 2,4-dibromdifenyletheru
a 8 % 4,4’-dibromdifenyletheru, coz poukazuje na znacny
vliv polohy atomt bromu na molekule DE na transformaci
PBDE. Poloha mtize bud’ omezit pfistup do aktivniho mis-
ta enzymu nebo vyznamné snizit biodostupnost substratu.
Vznik vyse uvedenych produkti transformace sveédci
o §tépeni etherové vazby po oxidaci na atomech uhliku C2
a C3, resp. C2’ a C3’ pokud jsou uhliky C2 a C4 bromova-
ny (ptipad 2,4-dibromdifenyletheru) na rozdil od oxidace
na atomech uhliku C1 a C2 v ptipad¢ bakterie Sphingomo-
nas sp. SS3.

Nejnovéjsi studie popisuje degradaci mono- az hexa-
BDE pomoci PCB degradujicich bakterii Rhodococcus
jostii RHA1, Burkholderia xenovorans 1LB400, bakterie
Rhodococcus sp. RR1 se schopnosti degradovat benzol -
smés benzenu, toluenu, etylbenzenu a xyleni (BTEX)
a bakterie Pseudonocardia dioxanivorns CB1190 schop-
nou Stépit etherovou vazbu 1,4-dioxanu nebo tetrahyd-
rofuranu™. Kmen CB1190 byl schopen transformovat pou-
ze BDE 3 (4-monoBDE), a to jen ze 17 %. Divodem mize
byt znacné odlisnd chemické struktura PBDE od 1,4-di-
oxanu a tetrahydrofuranu. Navic u této bakterie nebyla
pozorovana degradace halogenovanych sloucenin. Kmen
RR1 casteéné transformoval pouze BDE 3 (4-monoBDE)
a BDE 7 (2,4-diBDE), tj. PBDE s jednim nebromovanym
kruhem. Kmen LB400 jako jediny ¢astec¢né transformoval
hexaBDE, konkrétné BDE 138, a to z 18 %. Kmeny RHA1
a LB400 byly schopny béhem tii dni degradovat z vice
nez 90 % mono- a diBDE, dale také tri- a tetraBDE, a z 10
az 45 % pentaBDE. U téchto kment byl objeven rozdil
pfi transformaci BDE 3 (4-monoBDE) a BDE 47 (tetraBDE).
Zatimco kmen RHAT1 byl schopen §tépit vSechny vazby
mezi atomy uhliku a bromu u BDE 3 (4-monoBDE)
a BDE 47 (tetraBDE), tak kmen LB400 pouze transformo-
val BDE 3 (4-monoBDE) na hydroxylovany monoBDE.
Navic ani u jednoho kmene nebyl zaznamenan vznik
4-bromfenoltt ani 2,4-dibromfenoli. Robrock a spol.*
dosli k obecnému zavéru, ze schopnost transformace klesa
s rostouci velikosti a hydrofobicitou molekul, coz redukuje
vstup molekul do bunék. Navic se stoupajicim poctem
atom bromu na molekule klesd moznost hydroxylace
a enzymatické reakce.

4. Zavér

Polybromované difenylethery a dalSi xenobiotika,
ktera pronikla diky ¢innosti ¢lovéka do Zivotniho prostte-
di, maji negativni vliv na zivé organismy. PBDE jsou vy-
soce hydrofobni slouceniny, které se chovaji jako endo-
krinni disruptory a vykazuji neurotoxické ucinky. Vzhle-
dem ke svym vlastnostem se mohou transportovat vzdu-
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chem na velké vzdalenosti (nize bromované kongenery),
akumulovat se na pevné Céstice (prach, sediment, zemina)
a v tukovych tkanich a vstupovat do potravniho fetézce.
V tomto ¢lanku byly shrnuty zakladni fyzikalné-chemické
a toxikologické vlastnosti téchto latek a moznosti jejich
degradace pomoci bakterii.

Price byla podporena grantem MSMT NPVII
2B06151 a vyzkumnym zamerem MSM 6046137305.

Zkratky

TCE trichlorethen

PCE tetrachlorethen

DE diethylether

DE-79 technicka smés oktaBDE
HBCD hexabromcyklododekan
PBB polybromované bifenyly

PBDE polybromované difenylethery
TBBPA tetrabrombisfenol A
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J. Vrkoslavova, H. Stiborova, T. Zemanova,
M. Mackova, and K. Demnerova (Department of Bio-
chemistry and Microbiology, Institute of Chemical Tech-
nology, Prague): Bacterial Degradation of Polybromi-
nated Diphenylethers

Polybrominated diphenylethers (PBDEs) are used as
flame retardants in various plastic products. PBDEs are
persistent, hydrophobic, bioaccumulative, and toxic orga-
nic compounds. Despite their low acute toxicity, the low-
brominated congeners act as endocrine disruptors and neu-
rodevelopment toxicants. They have been found in both
abiotic (air, dust, sediments or sewage sludge) and biotic
samples (marine mammals and fish, birds that feed on fish
or birds of prey). Studies have confirmed their presence in
human blood, adipose tissue and in milk. This review
summarizes current knowledge about physicochemical and
toxic properties of PBDEs and the possibility of their bac-
terial degradation.



