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Chlorované uhlovodiky jsou vysoce toxické a obtizné odbouratelné polutanty. Mezi nejrozsifené;si
kontaminanty této skupiny patii chlorovana rozpoustédla, pesticidy a v neposledni fadé
polychlorované bifenyly. Jejich perzistence (schopnost zlistavat v prostiedi po dlouhou dobu beze
zmény) v prostiedi, je zplsobena jejich fyzikalné-chemickymi vlastnostmi a chemickou strukturou.

Jednou z moznosti odstranovani téchto polutantii (halogenovanych organickych latek - HOL) je
biodegradace, ktera je vtomto ptipadé¢ vyrazné zavisla na rozvétveni uhlovodikového fetézce a
hydrofobicité. Pojem biodegradace je vyhrazen té biochemické aktivité mikroorganismt, ktera
podminuje degradaci materidlu a latek znecist'ujicich Zivotni prostiedi, a to v produkty méné toxické
nebo produkty, které mohou byt pouzity jako zékladni Ziviny jinych organismi™. Piedstavuje
vyznamnou technologii pfi odstranovani organickych latek ze zivotniho prostfedi. Zakladni soucasti
technlologii je izolace vhodnych kmenut bakterii, které jsou vybaveny schopnosti degradace sledované
latky".

Utinnost biodegradace halogenovanych organickych latek (HOL) je zavisla na kli¢ovych vlastnostech
vSech zaCastnénych prvki, tj. enzymovém vybaveni mikroorganismu, fyzikalné-chemické povaze
polutantu a v neposledni ¥adé také na biotickych a abiotickych podminkich vngjstho prostiedi’.
V soucasné dob¢ je Zivotni prostiedi znecisténo celou fadou chemikalii. Proto technologie zaméiené
na bioremediaci HOL mohou kompletn¢ degradovat vSechny pfitomné polutanty, tedy i ty
nehalogenované. Aerobni a anaerobni bakterie, popt. dvoustupiiovy proces sestavajici z anaerobni
dehalogenace latky vyskytujici se ve vysokém oxida¢nim stupni a aerobni degradace vzniklych
meziprodukti,, jsou schopny velice efektivné odstranit odpady obsahujici smés chlorovanych
organickych latek®. Urgité riziko hromadéni intermediat (nékteré jsou velmi toxické) pii takto
sloZitém procesu vZdy existuje (zejména u anaerobni degradace). Z tohoto dtivodu bylo hlavnim cilem
nalezeni a ovéfeni takovych kment a technologie, kde by akumulace intermediati byla
minimalizovana.

Existuji ctyfi hlavni typy reakci, kterymi jsou bakterie schopny rozstépit vazbu C-ClI:
e Oxidace

e Redukce

e  Substituce - napt. hydrolyticka

e Eliminace

Jsou popsany tfi hlavni metabolické drahy, pomoci kterych dochazi k odbouravani HOL:
J Zaclenéni do centralniho metabolismu

o HOL je findlnim akceptorem elektronti

e  Kometabolismem

ad 1) Zaclenénim molekuly polutantu do centralniho metabolismu rozumime Upravu jeho chemické
struktury adekvatni metabolickou reakci a zapojeni této molekuly do jiZ existujici metabolické drahy.
Piikladem mohou byt methylotrofni a methanotrofni bakterie®.

ad 2) Byly nalezeny a prostudovany nékteré mikroorganismy, které jsou schopny redukovat HOL za
soucasné produkce ATP. Prikladem mtize byt redukce 3-chlorobenzoatu na benzoat u Desulfomonile
tidjei, &i reduktivni dechlorace tetrachlorethenu na 1,2-dichloroethen u Dehalobacter restrictus.



ad 3) Bakterie, majici ve svém enzymatickém vybaveni Siroké spektrum katabolickych enzymd,
mohou transformovat HOL bez jejich zapojeni do metabolismu energie ¢i uhliku. Tento proces se
nazyva kometabolismus.

Tetrachlorethen je vysoce perzistentni® a soudasné velice rozsifenym kontaminantem spodnich vod a
pud. V aerobnich podminkéach je degradace nemozna, jelikoZ tetrachloethen se vyskytuje ve vysokém
oxidaénim stupni a tudiz nepodléha oxidaci’. V anaerobnich podminkach PCE mtize byt reduktivné
dechlorovan. Bylo nalezeno nejméné patnact organismui z rozdilnych metabolickych skupin, které jsou
schopny za anaerobnich podminek metabolizovat PCE*. Pomoci t&chto mikroorganismii pak PCE
muize byt Gpln¢ dechlorovan na neSkodné produkty jako je ethen, ethan, oxid uhli¢ity a chlor.
Problémem této degradace je v3ak fakt, Ze dochazi k akumulaci meziproduktu jako je pfedevsim cis-
1,2-dichlorethen, trichlorethen a vinylchlorid, které jsou vice toxické, nez samotny PCE’. Resenim
tohoto problému byla dvoustupiiova biodegradace PCE, kdy v prvnim kroku v anaerobnich
podminkéach dochazi k reduktivni dechloraci PCE za vzniku méné chlorovanych ethent a v kroku
druhém pii aerobnich podminkach k biodegradaci toxickych intermediati.

Trichlorethen (TCE) je rovnéz jako tetrachlorethen kontaminantem spodnich vod a pad®.
Methanotrofni bakterie, které jsou schopny degradovat TCE a to kometabolismem?' maji ve svém
enzymovém vybaveni monooxygenasy (MMO)°®. Tyto mikroorganismy syntetizujici MMO, které maji
Siroky rozsah substratove aktivity, kompletné degraduji TCE. V ptirodé také probiha anaerobni
biodegradace TCE pomoci anaerobnich bakterii®, aviak dochazi ke vzniku vysoce toxického
vinylchloridu. Proto tento zplisob detoxikace nenasel své uplatnéni.

Zivotni &innost mikroorganismi, jejich vyvoj i velkeré aktivity jsou zavislé na fyzikalnich,
chemickych a biologickych faktorech”®. Aby se mohly mikroorganismy rozmnoZovat, musi byt
v prostiedi jak dostate¢né mnozstvi latek pro syntézu bunééné hmoty a dostate¢né mnozstvi zdroje
vyuZitelné energie, tak i vhodné fyzikalni, chemické a biologické podminky. Mikroorganismy jsou
0V§enr17 schopny se znacné pfizpisobovat vnéjsim podminkam zménou enzymového vybaveni svych
bunek’.

Rozsah vnéjsich podminek, ve kterych jsou mikroorganismy schopny rast a disponovat enzymovou
vnéjsiho prostiedi, ovlivityjici ¢innost mikroorganismi je bezesporu kvalita nutrientd a jejich
dostupnost pro mikroorganismy, dale teplota, pH, iontova sila, pfitomnost toxintl, pfitomnost kysliku a
také hydrostaticky tlak”®.

Ziviny z prostiedi musi pokryvat veskeré pozadavky mikroorganismii na energii a na
stavebni kameny pro syntézu buné¢né hmoty. Pfitomnost uhlovodikd v prostedi, které obsahuje malo
anorganickych Zivin, znamena vysoky pomér C:N a C:P, coz nepfiznivé ovlivituje mikrobni rist.
Vhodného poméru C:N:P se dosahuje pfidanim asimilovatelného zdroje téchto prvki’.

Zivné prostfedi musi obsahovat dostate¢né mmozstvi vody, nebot velkeré reakce
probihajici v zivych organismech vyZaduji vodné prostiedi a uréitou vodni aktivitu. Vodni aktivita
umoziujici jak rozmnozovani tak pribéh biodegradace se pohybuje v rozmezi 0,99-0,93".

Teplota prosttedi do zna¢né miry determinuje skladbu mikrobni populace v otevieném
biologickém systému. V pfirodé, kde dochazi ke zménam ro¢nich obdobi a potazmo i ke zménam
teplot, dochazi v zavislosti na teploté také ke zvySovani ¢i snizovani mikrobni aktivity. VétSina
biodegradaénich procesii probiha pii teplotach vhodnych pro mezofilni a psychrofilni kmeny.

Rist mikroorganismti i jejich biochemickéd ¢innost jsou silné ovlivnény koncentraci
vodikovych iontl v prostfedi. Kazdy mikrobni druh se mlize rozmnozovat jen v ur¢itém rozmezi pH.
Vétsina bakterii roste v kyselém & slabé alkalickém prostiedi’.



Mikroorganismy se znacné lisi svym vztahem ke kysliku, a proto také vyzaduji rtzny
oxida¢né-redukéni potencial. Aerobni mikroorganismy vyzaduji pfitomnost rozpusténého kysliku, a
tedy pozitivni oxida¢né-redukéni potencial. Rozpustnost kysliku v kapalinach je pomérné nizka a
klesa se stoupajici teplotou. Proto je nutné pii submerznim péstovani aerobnich mikroorganismi
Vv kultivaénich nadobach piivadét stlaceny vzduch ke dnu a zajiStovat dokonalé rozptyleni v jemné
bublinky v celém objemu kultivaéniho prostiedi. V disledku aerobniho metabolismu a spotieby
kysliku rychle klesa oxidacné-redukéni potencial kultivacniho prostfedi, a proto musi provzdusiovani
probihat nepfetrzité’.

V ptipadé biologickych procest se musi uvaZzovat minimalni koncentrace substratu, pod
jejiz hladinou uz degradace neprobiha. Tato koncentrace je dana hladinou nutnou pro indukei enzymd,
spotiebou energie na maintenance ucely apod. Pti odbouravani polutantli kometabolismem se vyuziva
enzymové nespecifity a proto je nutné primarni (,,rastovy™) substrdt udrzovat pfi minimalni
koncentraci a polutant v co nejvyssi koncentraci. Polutant se vSak musi stale udrZzovat pod letalni
koncentraci.

Testované aerobni mikrobni kmeny Rhodococcus erythropolis, Xanthobacter autotrophicus a
Sphingomonas paucimobilis jsou vybaveny enzymovou aktivitou umoziujici dehalogenaci
alifatickych a aromatickych halogenovanych uhlovodika®. Pro ovéfeni moznosti aplikace uvedenych
mikroorganismi v ramci vyvoje bioremediacnich technologii byl sledovan vliv podminek vnéjsiho
prostfedi na jejich reprodukéni aktivitu a aktivitu enzymt kli¢ovych pro dechloraci. Zadny z kment
neni schopen vyuzivat PCE, TCE a trans-DCE jako jediny zdroj uhliku a energie.

V naSem piipad¢ aplikace vySe uvedenych mikrobnich kmeni probiha biodegradace halogenovanych
organickych latek kometabolizmem tzn., Ze samotné znecisténi (TCE, DCE) neslouZi jako primarni
zdroj uhliku a energie pro tyto mikrokroorganismy. Aplikované mikroorganismy maji ve svém
enzymatickém vybaveni Siroké spektrum katabolickych enzymt, kterymi transformuji halogenované
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organické latky aniz je ptimo vyuziji jako zdroj uhliku ¢i energie.

Byl sledovan vliv polutantu na rdst mikroorganismii a zjisténi jejich letalnich koncentraci
v podminkach aerobnich. Podle vysledku ristovych kiivek sledovanych mikroorganismt je mozno
konstatovat, ze mezi témito mikroorganismy jsou diference. Rhodococcus erythropolis ma vyrazné
kratSi lag fazi (12 hod) oproti Xanthobacter autotrophicus (32 hod) a Sphingomonas paucimobilis (32
hod) a to o dvacet hodin, nicméné celkovy nartist biomasy ve stacionarni fazi ristu je u vSech kment
srovnatelny. Nasycené roztoky PCE a TCE na sledované kmeny neptsobi toxicky a vyrazné
neovliviiuji jejich rist, pouze u kmene Sphingomonas paucimobilis je lag faze v ptitomnosti polutantu
o dvacet hodin delsi nez kultivace bez ptitomnosti polutantu.

Déale byl sledovan vliv statické kultivace v podminkach aerobnich a anaerobnich. Rust u
sledovanych bakterii je jak v ptitomnosti polutantu, tak v jeho nepfitomnosti v anaerobnich
statickych kultivacich méné intenzivni nez u kultivaci statickych aerobnich, nicméné vSechny
téi bakterie jsou schopny rustu v nasyceném roztoku PCE, TCE i tDCE, pouze Sphingomonas
paucimobilis v nasyceném roztoku tDCE neroste. U vSech kultivaci nebyl vizualné
pozorovatelny rozdil nartstu biomasy po sedmi dnech a po Sestnécti dnech.

Sledovana byla také zavislost ristu mikroorganismi na kvalité¢ a kvantit¢ substratu. Nejvetsi narhst
biomasy byl zaznamenén na melase a glukose, naopak nejhor$i na methanolu. Zajimavé jsou rustové
kiivky, kde v pripad¢ kultivace na syrovatce, methanolu a ethanolu byl zaznamenan riist rovnomérny
v Case a neni patrny prechod ani do exponencialni, ani do stacionarni faze ristu. U téchto substrat byl
nejvetsi narust pii koncentraci 1 g/l. Pfi srovnani vSech tii bakterii je moZno konstatovat, Ze nejlepsi
nartsty byly zaznamenany na glukose a na melase. Tento vysledek se dal ocekavat, jelikoz glukosa je
nejsnaze utilizovatelnym zdrojem uhliku a energie a melasa kromé snadno utilizovatelného zdroje
uhliku a energie (sacharosa) obsahuje také rizné aminokyseliny a jiné riistové faktory, které pozitivné
ovliviiyji rast. Nicméné vsechny tfi bakterie jsou schopny rdstu na vSech sledovanych rastovych



substratech, kdy minimalni koncentrace jednotlivych substrati se pohybuji u glukosy cca 0,6 g.I™, u
melasy cca 1,1 g.I", u syrovétky cca 0,6 g.I™, u methanolu cca 1,5 g.I"* a u ethanolu cca 0,6 g.I™.

Zpravidla K nejoptimalngjsimu ristu testovanych kment dochazi pii teploté 23°C na testovanych
polutantech, pii 13°C dochazi zpravidla k vyznamné&jSimu zpomaleni rastu, pii 8°C je rist jiz
nevyznamny.

U vsech sledovanych mikroorganismi se pro pribéh biodegradace optimalni pH od 4 do 8. Tato
skute¢nost dadva moznost maximalniho vyuZiti enzymatického aparatu sledovanych bakterii pro
detoxikaci pud, jelikoz pH pudy je idealni pro biodegradaci TCE a jeji vysoka pufra¢ni kapacita toto
pH udrzuje i pfes vznik kyselych metabolitii pfi rozmnoZzovani a rastu bakterii, které v laboratornich
kultivacich snizi pH az na hodnotu 2 a v tomto prostiedi dochazi k inhibici rtstu.

Krom¢ vhodného C-zdroje vyZaduji testované kmeny pouze zakladni mineréalni nutrienty. Vhodného
poméru C:N:P se dosahuje pfidanim asimilovatelného zdroje téchto prvkd.

Ackoli pouzité mikroorganismy preferuji aerobni prostfedi, jsou schopné tolerovat i anoxické
podminky. Prokéazalo se, Ze v pfitomnosti primarniho zdroje uhliku a energie (napt. 1 g I glukosy) je
dechlorace TCE obecnou vlastnosti sledovanych mikrobnich kmenti ve vySe uvedeném rozpéti
podminek vnéjsiho prostiedi.

Pii sledovani biodegradace TCE v praubéhu rustu bylo zji$téno, Ze po 48 h kultivaci R. erythropolis
v mediu saturovaném TCE do3lo k uvoln&ni 8,3 mg I CI'. Za predpokladu, Ze doslo ke 100 %
dechloraci, to odpovida 10,3 mgI* TCE. Proces dechlorace pomoci X. autotrophicus nebo S.
paucimobilis probihal s ur¢itou dobou lagu (asi 30 h). Obdobné hladiny uvolnénych CI bylo dosazeno
po 96 h kultivace.

ZAVER:

1. TCE, PCE atDCE nema v metabolismu bakterii Rhodococcus erythropolis, Sphingomonas
paucimobilis a Xanthobacter autotrophicus funkci riistového substratu.

2. TCE a PCE v aerobnim tfepaném i statickém systému zasadn¢ neovliviiuje rust sledovanych
bakterii a tudizZ Ize tyto bakterie exponovat nasycenym roztokem téchto polutanti. tDCE
nepusobi letalné na bakterie na Rhodococcus erythropolis, Sphingomonas paucimobilis, avSak
Xanthobacter autotrophicus v prosttedi tDCE neni schopen rtstu. Pti anaerobni statické
kultivaci jsou bakterie schopny rastu v nasyceném roztoku PCE, TCE i tDCE, pouze
Sphingomonas paucimobilis v nasyceném roztoku tDCE neroste.

3. Byly nalezeny idealni podminky (primarni substrat, teplota a pH) pro rist bakterie Rhodococcus
eryhropolis, Sphingomonas paucimobilis a Xanthobacter autotrophicus.

4. Byla optimalizovana spektrofotometrickd metoda na detekci uvolnénych chloridi z polutantu
béhem biodegradace.

5. VS8echny sledované bakterie jsou schopny degradovat TCE v aerobnim systému, ptic¢emz jejich
degradaéni schopnost je podobnd a probiha v prubéhu celé rustové kiivky, maximalni
koncentrace chloridi uvolnénych z TCE je 13,1 mg/l. Pribéh biodegradace je u vSech
sledovanych bakterii ovlivnén teplotou, pH, ristovym substratem a ttepanim. Po pil ro¢nim
vystavovani bakterii nasycenym roztokim TCE nedoslo ke zméné biodegradaéni aktivity.

Na zaklad¢ téchto vysledkd byla vyvinuta nova technologie, ktera vyuZziva aktivity konkrétnich
kontaminant degradujicich alochtonnich mikroorganismi (Rhodococcus eryhropolis, Sphingomonas
paucimobilis a Xanthobacter autotrophicus) ke konverzi kontaminujicich latek vedoucich k tplné
mineralizaci kontaminantli na anorganické latky. Jednd se o nepatogenni, netoxické, otestované
mikroaerofilni kmeny, které dokazi halogenované uhlovodiky rozkladat cestou kometabolismu.

Vicestuptiovym kultivaénim procesem je piipraveno inokulum, které je dale aplikovano do
sanovanych prostorti. Technologie je aplikovana v téch pfipadech, kdy nelze dostatecné efektivné
stimulovat aktivni autochtonni mikrofléru napt. tam, kde Ize jen obtizn€é udrzovat vhodné podminky



pro autochtonni mikrofléru nebo tam, kde existuje urcita fatalni limitace pro autochtonni mikrofloru
nebo tato mikrofléra nema dostateny potencial dostate¢né rychle odstranit pfitomné znecisténi na
lokalité. Soucasti technologie je samoziejmé monitorovani a odstraniovani limitace bioremedia¢niho
procesu nedostatkem priméarniho zdroje uhliku a energie, kysliku nebo zékladnich nutrientt apod.

Pii aplikaci této technologie s mikroaerobnimi kmeny je pii degradaci TCE, DCE minimalizovana
tvorba intermediatti jako napf. vinylchloridu. Tuto technologii je mozno kombinovat také ostatnimi
technologiemi jako sanacni Cerpani, chemicka oxidace (aplikace jen v centru znecisténi s PCE),
propustné bariéry s Fe® (docileni takové koncentrace polutantu, kterou jiz dale snizuje instalovana
bariéra).
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