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1. Uvod

Trichlorethen (TCE) pati{ spolu s tetrachlorethenem (PCE) k
nejpouzivanéjsim chlorovanym uhlovodikim. PouZzivi se ja-
ko prumyslové rozpoustédlo, Cistici a odmastovaci prostiedek
a chemickd surovina. Je povaZovdn za latku jednoznacné ci-
zorodou, i kdyZ v pfirodé je v nepatrnych koncentracich vy-
tvafen nékterymi motskymi fasami'%. Primarnim recipientem
uvoliiovaného TCE je atmosféra. Hlavnimi emisnimi zdroji
jsou vypary z odmastovacich operaci, tvorici priblizné 90 %
emisi. Ostatni zdroje zahrnuji ztraty rozpoustédla z textilni
vyroby, ddle pfimo z jeho vyroby, a tniky pfi nedbalém
pouil’vém"%‘ Posledni z nich se nejvice podili na znecisténi fady
lokalit pid, podzemnich i nékterych pitnych vod koncen-
tracemi od nékolika desitek pg.1"! az po stovky mg.1"".

TCE je znacné inertni vi¢i chemickym a zvlasté biologic-
kym transformacim. Ve vyspé&lych statech celého svétaiv CR
se kontaminace touto latkou vyskytuji predev§im v pramys-
lovych zéndch a vojenskych objektech. Vyznacna je situace
v USA, kde bylo v minulych letech zaznamenéno v rtiznych
oblastech znecisténi 9-34 % zdroji pitné vody trichlorethe-
nem”.

K expozici ¢lovéka dochdzi dychdnim kontaminovaného
vzduchu nebo pozivanim pitné vody s obsahem TCE. Ten
v organismu postihuje zejména centrdlni nervovou soustavu,
drazdi o¢ni i nosnf sliznici a v extrémnich pfipadech muize
zpisobit i smrt’. Vyzkumy na zvifatech prokazaly posko-
zen{ ledvin, jater, krve a vyskyt tumord i leukémie. Vztah
mezi ptitomnosti TCE v pitné vodé a zvySenym vyskytem
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malformaci u narozenych déti byl nalezen v nékolika epi-
demiologickych studiich. Vyzkumné priace naznacuji, ze
vlastnim ¢initelem nékterych poskozeni mohou byt metabo-
lity aozkladu TCE v organismu, zejména kyselina trichloroc-
tovd™

Snahy o dekontaminaci Zivotniho prostfedi, zvlaste¢ ptid
a podzemnich vod, vSak nejsou vyvoldny jen vlastni toxici-
tou a persistenci TCE. Jak bylo zjisténo pred nékolika lety,
za anerobnich podminek, které se mohou vyskytovat v pod-
zemnich vodach a spodnich pidnich vrstvach, dochdzi k mi-
krobidlni dehalogenaci TCE na niZechlorované alkeny a poté
na karcinogenni vinylchlorid®. Predejiti tdmto nezadoucim
procesim je tedy vyznamnym tkolem remediacnich techno-
logii.

TCE a dals{ zastupci chlorovanych ethenti jsou v soucasné
dobé ze zZivotniho prostfedi odstranovany predevsim fyzikal-
nimi postupy, kdy jsou z podzemnich vod a z ptidy vybubldny
nebo vypuzeny proudem vzduchu a zachyceny na sorbentu.
Tim se daii kontaminanty ze Zivotniho prostfedi odstranit,
zUstdva ale problém, jak zachdzet se ziskanym odpadem déle.
Biologicky rozklad proto mtize byt velmi zajimavou alterna-
tivou odstranéni TCE, samozfejmé se vSak neobejde bez de-
tailnich znalosti celého procesu.

2. Aerobni degradace trichlorethenu

Mikrobidlni aerobni rozklad TCE probihd téméf vyluc-
né kometabolickym zptisobem, tedy po kontaktu vhodnych
mikrobnich bunék s urcitym specifickym substratem, ktery
v nich indukuje tvorbu pfislusnych katabolickych enzymu. Ty
potom — diky své §irsi substratové specificit¢ — atakuji vice-
mén¢ ndhodné i nepfirozeny substrdt a transformuji jej. Na-
priklad fenol-2-monooxygenasa ma tak Sirokou substratovou
specificitu, Ze kromé fenolu atakuje i resorcinol, kresol, chlor-
fenoly a aminofenoly, orcinol (5-methylresorcinol), pyrogal-
lol a nékteré dal3i latky®.

V ptipadé TCE byl proces aerobni mikrobidlni biotrans-
formace poprvé popsan v osmdesdtych letech dvacdtého sto-
leti’8, coz odstartovalo intenzivni vyzkum biologického i inZe-
nyrského charakteru. Bylo prokazano, Ze schopnost degradace
TCE md nékolik bakteridlnich skupin — pfedev§im methano-
trofni bakterie vyZadujici jako substrat methan”'®, dile fada
bakterii rostoucich na aromatickych uhlovodicich (fenolu,
toluenu, kresolu, o-xylenu, isog)ro;)ylbenzenu)”’ls, nékteré
rody vyuzivajici propan, propen'®!’ & dokonce dimethylsul-
fid'"'® a také nitrifikacni bakterie oxidujici amoniak na dusi-
tany"”.

Spolecnou vlastnosti uvedenych potiebnych substrdtd je
skutecnost, Ze jejich bakteridlni pfeména je v prvnim stupni
katalyzovdna oxygenasami. Tento typ enzymi vndsi jeden
nebo dva atomy kysliku do molekuly substrdtu za udcasti
NADH nebo NADPH. Otdzka, zda jsou to prdvé oxygena-
sy, které katalyzuji i pfeménu TCE, byla zodpovézena po-
mérné zdhy né€kolika pracemi. Bylo prokdzdno, Ze mutanti
postradajici toluen-2-monooxygenasu, resp. toluen-dioxyge-
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nasu ¢i fenol-2-monooxygenasu, ztraci i schopnost transfor-
movat TCE (cit.'*?°?"). U sm&snych mikrobidlnich kultur byly
tyto zdvéry potvrzeny Shihem a spol., ktefi zaznamenali ztrdtu
degradacni aktivity bakterii poté, co jim misto fenolu zacal byt
jako jediny substrat poskytovan neinduktivni pyrokatechol
(prvni meziprodukt rozkladu fenolu)?>. Podle dosavadnich
vysledkd se zd4, ze katalyzy transformace TCE jsou schopny
jen nékteré bakteridlni mono- a dioxygenasy. U kvasinek ¢i
vldknitych plisni, rostoucich napt. na fenolu, zatim tato schop-
nost zjisténa nebyla; naopak — u smésnych inokul byl vzdy pfi
vyznamné&jsim vyskytu téchto organismt zaznamenén pokles
degradacnich vlastnosti danych suspenzi*>>

Praktickou vyhodou kometabolické transformace xeno-
biotik je moZnost vyuziti pfirozenych kultur bakterii. Pon¢kud
nepfiznivym aspektem je vSak mozny vznik dead-end pro-
duktd a ddle pripadnd kompetitivni inhibice pfemény polu-
tantu primdrnim substratem. Enzymové systémy atakuji pred-
nostné prirozené substréty, a proto, jsou-li tyto latky pritomny
ve vyssich koncentracich, miZe dojit ke zpomaleni nebo tpl-
nému zastaveni biodegradace cizorodych latek. V pripadé de-
gradace TCE bakteriemi degradujicimi fenol bylo nékolikrat
experimentalné ovéreno, Ze transformace TCE je pfi souCasné
pfitomnosti fenolu moznd jen pii dodrZzeni pomérné tizkého
rozmezi 5-10 mg fenoluna 1 mg TCE (cit*®27). Jin{ autofi viak
zjistili, Ze v jejich pokusech za 2pfl’tomnosti fenolu k odbou-
ravani TCE nedochdzelo viibec”® a 7e tedy kompetitivni in-
hibice pozadovany proces zcela zamezila. Zdanlivé by bylo
tedy feSenim uplné odstranéni primdrniho substrdtu z degra-
dacni smési po uskutecnéné enzymové indukci, avsak v tako-
vém piipadé se vlivem regulacnich mechanismd bakteridlnich
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bunék zastavi tvorba prislusnych enzymd a po urcité dobé se
degradacni schopnost bakterii ztrati.

3. Produkty biotransformace trichlorethenu

Neni divu, Ze se kritce po objevu moznosti bakteridlni
transformace TCE objevily i snahy o jeji praktické vyuziti pro
dekontaminaci znecisténych lokalit. Z pohledu bioremediac-
nich technologii je dnes nejvétsi vyznam piikldddn methano-
trofnim bakteriim a bakteriim vyuzivajicim fenol nebo toluen.
P1i vybéru kultury pro bioremediace se prihlizi k fadé faktort,
zejména k hodnotdm jeji transformacni kapacity, k charakte-
ru primdrniho substrdtu, afinité piisluSného enzymu k TCE
a nejvice ke vznikajicim produktiim a jejich toxicité. Vyhody
vyuziti methanotrofnich bakterii spocivaji predevsim v apli-
kaci netoxického methanu jako substratu a ve vyssi pocatecni
rychlosti degradace®, zatimco ve prospéch druhd vyuZiva-
jicich toluen nebo fenol hovofi rychlejsi rist, vyssi transfor-
macni kapacity a o néco vétsi odolnost vici toxickym meta-
bolitlim i snadnd vazba na piipadny nosic®, Nejvyznamnéjsi
faktor, ovliviiujici vybér degrada¢niho organismu, vSak spoci-
vd ve vznikajicich kone¢nych produktech degradace (obr. 1).
Ty jsou zdvislé piedevsim na typu oxygenasy, muize je vSak
ovlivnit i ostatni enzymovd vybava bakterii. Velmi pfiznivd je
situace pfi transformaci katalyzované toluendioxygenasou. Ta
vnds$i do molekuly substrdtu dva atomy kysliku a vznikly
labilni meziprodukt poskytuje jako kone¢né produkty kyse-
linu mraven¢i a glyoxylovou, pfi¢emz organicky vdzany chlor
prechdzi na chloridy®'. Zakladnim krokem biotransformace
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Obr. 1. Mozné degradacni cesty TCE pri pasobeni raznych typi oxygenas. Chlor vdzany v molekule TCE je transformovan na chloridy
(http://www.labmed.umn.edu/, the University of Minnesota Biocatalysis/Biodegradation database)
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TCE pri katalyze monooxygenasami je pfeména na epoxid
TCE (cit.****). Tento meziprodukt je zna¢né nestabilni (po-
locas rozpadu okolo 10 s) a podléha spontanni vicestupiiové
hydrolyze na konec¢né produkty. Témi jsou rovnéz kyseliny
mravenci a glyoxylovd, ddle chloridy a urcité mnoZstvi oxidu
uhelnatého, jak bylo popsdno u bakterie Burkholderia cepacia
vybavené toluen-2-monooxygenasou33. U nékterych bakterif,
zejména methanotrofnich, je vSak TCE transformovén nejen
na epoxid TCE, ale i na chloral (2,2,2-trichloracetaldehyd)
addle nakonec¢né produktg: ksyseliny dichloroctovou, trichlor-
octovou a trichlorethanol®**>, coz jsou latky, jejichZ toxicita
je vyssi nebo srovnatelnd s piivodnim TCE. Teprve neddvno
byla objasnéna i draha biotransformace TCE za dcasti fenol-
-2-monooxygenasy. Bylo zji§téno, ze dana degradacni cesta je
prakticky shodnd s drdhou u toluen-2-monooxygenasy, tj.
vyhradné prfes epoxid TCE, se vznikem kyseliny mravenci,
glyoxylové a oxidu uhelnatého®. Ishida a Nakamura® pro-
kazali, zZe pri aplikaci bakterii Ralstonia sp. KN1-10A s fenol-
-2-monooxygenasovou aktivitou dochdzi ke kvantitativnimu
uvoliiovdni organicky vdzaného chloru ve formé chloridd
a tim k eliminaci téch nejproblémovéjsich ¢asti molekuly
TCE.

Na zdkladé téchto vysledkd by se mohlo zdat, Ze favority
pro bioremediacni postupy jsou bakteridlni druhy rostouci na
fenolu nebo toluenu, jiné vysledky vSak ukazuji, Ze situace
neni tak jednoznatnd — napf. Sun a Wood zjistili®®, Ze me-
thanotrofni bakterie Methylosinus trichosporium OB3b doka-
Ze prevést organicky vazany chlor z TCE kvantitativné na
chloridy (zméfend mira mineralizace 102 %), zatimco u druhd
rostoucich na aromatech byla schopnost mineralizace o néco
niz8i — u Pseudomonas mendocina KR1 85 %, u Burkholderia
cepacia GR 62 % a u Pseudomonas putida F1 jen 51 %. Je
tedy zfejmé, ze mira mineralizace chloru a spektrum konec-
nych produkti jsou rtizné u rtiznych kultur a vysledky ziskané
u nékteré z nich nelze zobecnovat. Vysvétlenim rozdilnych
vysledkd by mohl byt spontdnni vznik kyseliny dichlorocto-
vé z epoxidu TCE (cit.”®), kterd miize byt ddle dechlorovi-
na a prevddéna na kyselinu glyoxylovou. Reakce vSak neni
katalyzovdna oxygenasami, ale jinymi mikrobidlnimi enzymy
a prubeh je tedy zavisly na enzymové vybave pouzitého mik-
roorganismu.

Ponékud jind situace je vsak v pripadé aplikace smésnych
mikrobidlnich kultur — Chang a Alvarez-Cohen dokazali, Ze
pfi transformaci TCE je produkce kone¢nych produktd u mik-
robidlni smési rostouci na methanu obdobna jako u smésnych
kultur kultivovanych na fenolu, propanu nebo toluenu®’. Pi
studiich s TCE znagenym “C zjistili, ze TCE je viemi smés-
nymi kulturami transformovan z 65-70 % na CO,, z 25-30 %
na netékavé, ve vodé rozpustné slouceniny a jen 1-5 % pre-
chézi na tékavé slouceniny. I produkce chloridd byla ve v§ech
pfipadech srovnatelnd a piesahovala 95 % teoretického mnoz-
stvi.

Samostatnou kapitolou je otdzka toxicity vznikajicich me-
tabolit. Nebezpecim pro degradujici baktérie mize byt néko-
lik metaboliti véetné epoxidu TCE, nebot bylo zjisténo, Ze
napf. toluen-2-monooxygenasa je v pokusech in vitro vyznam-
né inaktivovdna kovalentni modifikaci v priibéhu pfemény
TCE (cit.*). Dalsi autofi prokazali, Ze poskozeni bungk Burk-
holderia cepacia mé charakter oxida¢niho stresu®®. Na druhé
strané vSak existuji prace popisujici pribéh biotransformace
TCE bez zjevného poskozeni klicového enzymu®®¥, a tak
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i zde tedy existuje znac¢nd zdvislost na pouZzité degradacni
kultute a podminkdch vlastniho biologického procesu.

4. Aplikace bakterialnich kultur
pro dekontaminaci podzemnich vod

Prakticky lze biologickou degradaci TCE provadét jak
pomoci smésnych, tak i ¢istych kultur bakterif, véetné vyuziti
geneticky upravenych kment. Jednotlivé skupiny maji své
vyhody i zdpory. Vyhodou smésnych kultur, napt. adapto-
vaného aktivovaného kalu nebo sedimentu, je predevsim za-
stoupeni velkého spektra bakteridlnich druhti v ziskané smési.
Pripadny vznik nezddoucich metabolitti a jejich toxické ucin-
ky jsou mdlo pravdépodobné vzhledem k bohatému enzymo-
vému vybaveni takové kultury. Nedochazi zde vSak k selekci
kment s vysokou ticinnosti biotransformace TCE a degrada¢ni
schopnost takového konsorcia miize pfi dlouhodobé&jsi kulti-
vaci znatné kolisat>> 2>, Piipadny pokles degradacni aktivity
smésné kultury byvd zplsoben ubytkem degradacnich bak-
térii, které mohou byt ve srovnani s dal$imi pfitomnymi druhy
vice citlivé k toxickym udc¢inkim TCE a meziproduktt jeho
rozkladu®. Tuto nevyhodu Ize odstranit aplikaci &istych nebo
definovanych kultur se zndmymi vlastnostmi. Dnes je jiz
dostatek odbornych praci doklddajicich, Ze uspésnd biotran-
sformace TCE miZe byt uskute¢néna jedinym, dobie prostu-
dovanym bakteridlnim kmenem?**32*#1 Tato cesta miize byt
dnes jest¢ umocnéna aplikaci geneticky upravenych orga-
nismt (GMO), napf. se stdlou (konstitutivni) produkci oxy-
genas. To umoziuje pri kultivaci degradacni kultury vylou-
¢eni primdrniho substrdtu, a tim i odstranéni problému kom-
petitivni inhibice pfi vlastni degradaci polutantu. Zajimavym
piikladem mitize byt schopnost kmene Ralstonia eutropha
AEK301/pYK3021 degradovat TCE i pfi jeho velmi vysokych
vstupnich koncentracich 100-200 mg.l"l (cit.*?). Genetické
dpravy vSak nabizi i dal$i moznosti vylepSeni vlastnosti de-
gradacnich kultur — je mozné umistit geny, kédujici potfebné
oxygenasy, pod kontrolu regulacnich jednotek spousténych
pfi nedostatku Zivin (tzv. starvation promotorti), coz vede ke
zvySeni degradacni aktivity pomalu rostoucich bunék a k nizké
produkci biomasy. Matin a spol. tak zkonstruovali Escherichia
coli AMS187, ktera degradovala TCE pii cca 100x nizsi
produkci biomasy ve srovndni s pfirozenymi bakteriemi, byt
reakéni rychlost byla pomémé nizka*. Do budoucna Ize uva-
Zovat i o fizené konstrukci degradac¢nich enzymi s vysokou
afinitou k polutantu. K tomu by mély pfispét i znalosti o ami-
nokyselinovych sekvencich oxygenas bakteridlnich kmend
s vysokou rychlosti degradace TCE, jak je prezentovali napf.
Futamata a spol. pfi sledovani vztahu mezi primdrn{ strukturou
a-podjednotek fenol-2-monooxygenas a degradacni aktivitou
riiznych bakteridlnich kmend®,

I ptes fadu tspé$nych pokusi o konstrukci GMO odstratiu-
jicich TCE (cit.*******) je viak zatim jejich praktick4 aplikace
oteviend — je otdzkou, zda ndklady na jejich vyvoj a také doba
potiebnd k legislativnimu schvalovacimu procesu budou ade-
kvétni mife intenzifikace procesu, nehledé na postoj casti
vefejnosti k vyuzivdni GMO. Lze si ov§em predstavit stav, kdy
by vétsina znecisténych lokalit (s nizkymi az stfednimi kon-
centracemi TCE) byla dekontaminovdna pomoci pfirozenych
kultur a jen mista s velmi vysokym az extrémnim zatiZenim
by byla prostorem pro aplikaci schvdlenych GMO.
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Zavérem lze uvést nékolik piikladi terénnich pokust o de-
kontaminace prostiedi za pomoci rtiznych kultur mikroorga-
nismi. Vyznamnd je série studif z testovaciho mista Moffett
Field v Kalifornii, kde byly provddény pilotni experimenty
degradaci TCE a pozdéji i dalsich chlorovanych uhlovodiki
za vyuziti prirozené mikrofléry. Ve zkouskach s TCE bylo
prokdzano, Ze injekci fenolu do kontaminovanych podzem-
nich vod spolu s kyslikem je mozné dosdhnout vyrazného
ibytku TCE. Pfi kontaminaci do 500 pug.I"! bylo po 30 hodi-
nach od injekce fenolu (12,5 mg.I™") a kysliku (35 mg.1™)
dosazeno poklesu TCE 0 87-89 %, pii kontaminaci 1000 pug.1™"
byl za stejnych podminek pokles TCE kolem 77 %, avSak po
zvyseni davky fenolu na 25 mg.1"! bylo odstranéno 90 % TCE
(cit.*). Pozdgji byla prokédzana i tisp&snd degradace TCE pii
aplikaci toluenu (9 mg.I™") a také vibytek 1,2-dichloroethenii
(DCE), (2)i (E) (cit.*"). Obdobny proces, zaloZeny na injektdzi
methanu, kysliku a minerdlnich Zivin, byl vyzkousen v Japon-
sku, kde §lo o pokus dekontaminace podzemnich vod v bez-
prostfednim okoli domu. Pfi koncentraci TCE 220 ug.l’1 bylo
sice po tydennim procesu odstranéno jen 10-20 % polutantu,
autofi v§ak hodnot{ postup jako bezpecny zptisob dekontami-
nace prostfedi v zastavb&*. Zcela jiného charakteru byla te-
rénni zkouska bioremediace podzemnich vod, kontamino-
vanych smési chlorovanych uhlovodikd, a to za pouziti GMO
Burkholderia cepacia ENV435 s konstitutivni produkci to-
luen-2-monooxygenasy. Nékolik set litrii kultury tohoto mik-
roorganismu bylo injikovdno spolu s kyslikem do podpovr-
chové zvodnélé vrstvy. Vzhledem k rozdilnému transportu
bakterif byly v nékolika méfenych vrtech zaznamendny mirné
rozdily v dbytku chlorovanych ethent, avSak v nejprtikaz-
néjSim pifpadé doslo k poklesu tékavych organickych latek
z hodnoty cca 2200 pg.1™" na 250 pg.I™" a mistné dokonce pod
50 ug.I™" (cit.*).

Z uvedenych udaji je zfejmé, Ze bakteridlni aerobni de-
gradace trichlorethenu je redlnou alternativou fyzikdlné-che-
mickych postupti dekontaminace znecisténych lokalit od chlo-
rovanych ethent, s dobrymi vyhlidkami na dplnou minerali-
zaci uvedeného polutantu, vyzadujici v§ak dokonalou znalost
procesu a dikladné ovéteni pouzité mikrobidlni kultury.
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