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1. Uvod

Znecisténi biosféry skodlivymi latkami je jeden z nejvaz-
néjsich problémi ochrany Zivotniho prostiedi. ZvI4st vyznam-
nd je kontaminace latkami, které jiz pfi nizké koncentraci
vykazuji toxické, mutagenni a karcinogenni dc¢inky. Patii me-
zi n¢ naptiklad nékteré tézké kovy a fada organickych ld-
tek, mimo jiné i polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU).
Hlavnim problémem v pfipadé PAU je to, Ze jde o nesnadno
odbouratelné lipofilni ldtky, které maji tendenci kumulovat se
v Zivotnim prostiedi a které, na rozdil od napft. polychlorova-
nych bifenyll, vznikaji neustdle.

Odstranéni PAU z prostiedi je nesnadné a ne vzdy prove-
ditelné. Fyzikdlni a chemické metody jsou ndkladné a mnohdy
nevhodné. Proto se slibnym feSenim zdd metoda biodegrada-
ce, kdy se vyuziva prevazné mikroorganismt a jejich schop-
nosti rozklddat tyto liatky. PAU jsou metabolizovany nejrtiz-
n&jiimi mikroorganismy zahrnujicimi bakterie, houby i fasy'.
Vyhodou takového postupu je jeho snadnost, piipadné nizkd
cena, maly dopad na Zivotni prostiedi, a hlavné mozZnost
provddét dekontaminace in situ. Perspektivnimi mikroorga-
nismy z hlediska pripadného pouziti se jevi nékteré druhy
ptdnich bakterii (napt. rodt: Pseudomonas, Mycobacterium,
Sfingomonas)>>, nékteré druhy vlaknitych hub*® a zvlste
skupina ligninolytickych hub (Phanerochaete chrysosporium,
Trametes versicolor, Bjerkandera adusta, Pleurotus ostrea-
tus, Irpex lacteus)®”. Bakterie vétsinou vyuzivaji PAU jako
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zdroj uhliku a energie a pro nékteré z nich jiz byla objasnéna
kompletni metabolickd drdha. Ligninolytické houby produku-
ji extraceluldrni enzymy s velmi nizkou substratovou specifi-
citou, které jsou schopny rovnéz transformovat PAU. Tyto
houby maji oproti bakteriim nékolik vyhod. JelikoZ je cely dé&j
extraceluldrni, dochdzi k mnohem snadnéjsimu styku s latkou
a preziti hub v pidé 1ze dobfe limitovat mnozstvim pridanych
Zivin (slamy, hoblin, dievnych S§tépt aj.). Dfevokazné houby
jsou eukaryotni organismy, proto nepodléhaji tak snadno ge-
netickym zméndm, a tak je mensi riziko kontaminace prostiedi
nezadoucimi organismy. Na druhé strané jsou bakterie schop-
ny kompletné rozlozit PAU a jejich podstatnou ¢dst i pfeménit
na oxid uhlicity.

Osud PAU v pribéhu degradace je dtlezity z hlediska
mozné kontaminace prostfedi toxickymi produkty degradace.
Proto se priibéh degradace PAU intenzivné studuje.

Predkldadany clanek si klade za cil poskytnout prehled
o soucasné urovni znalost{ metabolickych drah PAU rozkla-
danych mikroorganismy.

2. Fyzikalné-chemické vlastnosti
a biologicka dostupnost PAU

Polycyklické aromatické uhlovodiky pfedstavuji organic-
ké latky, které se sklddaji ze dvou a vice kondenzovanych
benzenovych jader. Pocet sloucenin patficich do této skupiny
je znacny, a jen nesubstituovanych (tj. zdkladnich) PAU bylo
izolovano pres 100 (cit.®). PAU jsou za normalnich podminek
tuhé latky s relativné vysokymi teplotami tani a varu, které zd-
viseji na poctu benzenovych jader a na struktufe molekuly.

Rozpustnost PAU v povrchovych a jinych ptirodnich vo-
ddch se 1iSi v zdvislosti na obsahu soli a organickych latek.
V odpadnich voddch se miZe rozpustnost nékterych PAU
zvysit az fddove, naopak v moiské vodé diky obsahu anorga-
nickych soli je jejich rozpustnost nizsi. Dilezitym faktorem
ovliviiujicim rozpustnost je teplota; rozpustnost anthracenu se
pii zméné teploty z 5 °C na 30 °C zvysi pétindsobné’. Rozpust-
nost ve vode¢ hraje diilezitou roli z hlediska dostupnosti PAU
pro mikroorganismy. Obecné plati, Ze rozpustnost a schopnost
podléhat mikrobidlnimu rozkladu je nepfimo umérnd poctu
aromatickych kruht dané latky'.

Mezi dalsi vyznamné vlastnosti PAU fadime jejich schop-
nost adsorpce na pevnych materidlech, kterd je nepfimo umeér-
nd jejich parcidlnimu tlaku par. Sorpce je jednim z hlavnich
faktorti ovliviiujicich pohyb a kumulaci PAU v Zivotnim pro-
sttedi'!. Vybrané fyzikdln&-chemické vlastnosti nékterych
PAU jsou shrnuty v tabulce I (cit.lz).

Svétova zdravotnickd organizace (WHO) urcila v roce
sumy Sesti polykondenzovanych aromatickych uhlovodikt
(fluoranthen, benzo[b]fluoranthen, benzo[k]fluoranthen, ben-
zola]pyren, benzo[ghi]perylen aindeno[1,2,3-cd]pyren) v pit-
né vodé. V roce 1976 byl tento seznam rozsiten organizaci
EPA o dalSich 12 PAU (viz tabulka I)'*. V Ceské republice
jsou pro pitnou vodu stanoveny limitni koncentrace fluoran-
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Tabulka I
Fyzikélné-chemické vlastnosti PAU

Referaty

Sloucenina Molarn{ Teplota Tenze par Rozp. log k" log kocb

hmotnost tani varu ve vodé

[g.mol™] ["C] [°C] [mPa] [mg.1™]
Naftalen 125 80 218 10,8.10° 30 3,37 3,1
Acenaftylen 152 92 265 - 16,1 4,07 -
Acenaften 154 96 279 1,16.10° 3,47 4,33 3,8
Fluoren 166 116 298 4,5.10 1,8 4,18 3,9
Fenanthren 178 101 340 93 1,29 4,46 4,1
Anthracen 178 218 342 11 0,073 4,45 4,3
Fluoranthen 202 110 375 2,4.10° 0,26 5,33 4,3
Pyren 202 150 404 1,6 0,135 5,32 4.8
Benzo[a]anthracen 228 159 435 0,1 0,014 5,61 4,8
Chrysen 228 256 448 1,5.107 0,0006 5,83 4,9
Benzo[b]fluoranthen 252 168 - 2,9.107 0,0012 6,57 6,2
Benzo[k|fluoranthen 252 217 480 1,8.102 0,00055 6,84 5,6
Benzo[a]pyren 252 179 495 3,8.1073 0,0038 6,04 5,3
Dibenzo[a,h]anthracen 278 267 524 6,7.107° 0,0005 6,75 6,3
Benzo[g,h,i]perylen 276 278 — 1,8.107* 0,00026 7,23 —
Indeno[1,2,3-cd]pyren 276 162 - - 0,062 7,66 6,2

akoW — rozdé&lovaci koeficient oktanol/voda, ® k,. — koeficient sorpce na organické hmotg,

thenu 40 ng.l'l (indika¢ni hodnota) a pro sumu PAU (benzo-
[a]anthracen, benzo[a]pyren, benzo| g, A, i]perylen, benzo| k]fluor-
anthen, fluoranthen, fenanthren, chrysen, indeno[1,2,3-cd]pyren
a pyren) jako nejvyssi mezni hodnota 40 mg.I"". Limitni asa-
nacni koncentrace sumy PAU stanovené pro zeminy jsou pro
prumyslové pidy 200 mg/kg susiny, v obytnych oblastech
1 mg/kg.

3. Obecné schéma biodegradace PAU

Jak bylo uvedeno vyse, PAU mohou byt transformovdny
celou fadou mikroorganismu. Na obr. 1 jsou uvedeny tfi hlavn{
Zpﬁszoby prvniho kroku mikrobidlniho metabolismu PAU
(cit.”).

V piipadé pfimé hydroxylace aromatickych jader je ne-
zbytnd pritomnost vzdusného kyslﬂ<u'4. Bakterie vyuzivaji
enzymy dioxygenasy k navazani obou atomt kysliku za vzni-
ku vicindlniho cis-dihydrodiolu. Tento mechanismus pouziva-
jibakterie rodd Pseudomonas, Acinetobacter, Mycobacterium
a Rhodococus™". Vzniklé litky jsou stereoselektivng dehy-
drogenovany pomoci enzymu cis-dihydrodiol dehydrogenasy
za vzniku dihydroxylovaného aromatického jadra. Nasledné
roz§tépeni aromatického jddra je rovnéz katalyzovdno vysoce
selektivnimi enzymy, a to v poloze ortho intradiol dioxygena-
sami, nebo meta pomoci extradiol dioxygenas.

Eukaryotické organismy, naptiklad nékteré druhy vlakni-
tych hub, pouzivaji k oxidaci PAU cytochrom P-450 (cit.'®).
Vznikd arenoxid, ktery je ndsledné hydrolyzovdn pomoci
epoxid hydrolasy za vzniku trans-dihydrodiolu, nebo je neen-
zymaticky pfeménén na hydroxy derivit, ktery mize podleh-
nout konjugaci s jinymi latkami'”.

Zvlastni skupinu tvori tzv. houby bilé hniloby. Pii degra-
daci PAU pomoci ligninolytickych enzymii dochézi k nespe-
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cifické radikdlové jednoelektronové oxidaci za vzniku chino-
ni'$1°, Tyto enzymy existuji tfi, lignin peroxidasa, mangan
peroxidasa, laccasa, a pomoci pokusti in vitro bylo prokdzdna
jejich schopnost degradovat PAU (cit.2*?").

Nutno ovSem podotknout, Ze v pfipadé nékterych bakterii
byla zjisténa nizka aktivita monooxygenasy. PAU s vy$$im
ioniza¢nim potencidlem nez 7,55 eV, coz je limitni hodnota
pro lignin peroxidasu, byly ligninolytickymi houbami degra-
dovény rovnéz pomoci cytochromu P-450 (cit.>!?).

Idedlnim piipadem je, kdyZz dochdzi k mineralizaci PAU,
tedy k dplnému rozkladu na vodu a oxid uhlicity. Tento jev
byl studovan pomoci PAU znagenych uhlikem "“C, a i kdyz
nalezené hodnoty CO, byvaji malé, fddové jednotky pro-
cent23‘24, je nutno si uvédomit, ze PAU soucasné slouzi rovnéz
jako zdroj uhliku, a mohou byt vyuzity pro stavbu biomasy.
Na druhé strané je pravé proto nutno objasnit mechanismus
degradace, aby nedochdzelo k nezadouci kumulaci toxickych
metaboliti'?

4. Bakterialni degradace PAU

Na obr. 2 je zobrazen postup odbourdvani naftalenu bakte-
riemi. Jak bylo uvedeno, transformace je zahdjena pomoci
multienzymového komplexu naftalen dioxygenasy v poloze
1,2 za vzniku cis-1,2-dihydronaftalendiolu. Ten je ddle dehy-
drogenovan za vzniku 1,2-dihydroxynaftalenu. Aromaticky
kruh je poté rozstépen extradiol dioxygenasou za vzniku 4-(o-
-hydroxyfenyl)-2-oxo-3-butenové kyseliny. Aldolasa odsté-
puje pyruvat a vznikly salicylaldehyd je oxidovan na salicy-
lovou kyselinu, kterd je nékterymi bakteriemi kumulovana.
Salicylovd kyselina miZe byt oxidovdna pomoci monooxy-
genasy za vzniku o-katecholu, ktery podléhd ortho, nebo meta
rozétépem’3.
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Obr. 1. Obecné schéma degradace PAU

V piipadé anthracenu je situace obdobnd. Dochdzi k oxi-
daci v poloze 1,2 za vzniku cis-dihydrodiolu, ktery je déle
dehydrogenovan a dochdzi k rozstépeni kruhu. Ze vzniklé
4-(2-hydroxynaft-3-yl)-2-oxo-3-butenové kyseliny se odsté-
puje pyruvdt a vznikd 2-hydroxy-3-naftalenkarboxylovd ky-
selina. Po jeji dekarboxylaci vznikd 2,3-dihydroxynaftalen,
z ¢ehoZ vyplyvd, Ze ndslednd dréha nebude totoznd s degradaci
naftalenu. Pravdépodobné probihd opét meta Stépeni a po
odstranéni dvouuhlikaté kyseliny dochazi k tvorbé kyseliny
ftalové. Ta je ndsledné dekarboxylovana na kysehnu salicylo-
vou a degradace pokracuje opét pres katechol'

Fenanthren midZe byt transformovin nekohka zpusoby.
Pocatecni atak byva jak v poloze 1,2, tak 3,4. Ackoliv bylo
prokdzano, Ze nékteré druhy bakterii pouZivaji obé cesty, rody
Pseudomonas a Nocardia oxiduji fenanthren v poloze 3,4, kde
po rozstfizeni kruhu vznikd 1-hydroxy-2-naftalenkarboxylova
kyselina. Ta je po dekarboxylaci pfevedena na 1,2-dihydroxy-
naftalen, ktery se zapojuje do degradacni cesty naftalenu
Bakterie rodu Aeromonas, Alcaligenes a Micrococcus rozkla-
daji 1-hydroxy-2-naftalenkarboxylovou kyselinu alternativ-
nim zpiisobem, kde tato litka podléhd ortho Sté€peni za vzniku
dikarboxylové kyseliny. Z ni vznikd pies 2-karboxybenzalde-

4
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@ - CO
meta-Stépeni

hyd nasledné o-ftalovd kyselina a poté 3,4-dihydroxybenzoo-
va kyselina®.

Byl objasnén rovnéz mechanismus odbouravani fluorenu
pomoci bakterif a byly zjistény tii mozné zptsoby. Pii jednom
z nich dochdzi ke kumulaci 4-hydroxy-9-fluorenonu. V ostat-
nich ptipadech dochdzi k tvorbé 1-formyl-2-indanonu respek-
tive 2-formyl-1-indanonu.

Degrada¢ni drdha fluoranthenu a pyrenu byla prostudova-
na v pripadé kmenu Mycobacterium PYR-1. Pocdtecni krok
rozkladu fluoranthenu je zahdjen opét dioxygenasou, a to bud
v poloze 7,8 nebo v poloze 1,2. V poloze 7,8 dochdzi k extra-
diolovému rozstépeni a vznikd 4-(2-acetnaftenon-1-yl)-2-hy-
droxy-2,4-butadienova kyselina. Ddle se odstépuje pyruvat
a vznikld kyselina je dekarboxylovdna za vzniku 1-acetnafte-
nonu. Jestlize se degradace zahdjila v poloze 1,2 fluoranthenu,
dochdzi rovnéz k extradiolovému $tepent, a to za vzniku 3-(9-
-fluorenon- 1-yl)-2-hydroxy-2-propenové kyseliny. Tato latka
je v rovnovaze podle pH prostredi s 3-(9-hydroxy-1-fluore-
nyliden)-2-oxopropanové kyseliny. Nasleduje odstépeni
glyoxaldtu a po dekarboxylaci vznikd bud 9-hydroxyfluoren,
nebo 9-fluorenon, které podstupuji podobnou degradac¢ni ces-

tu jako fluoren?.
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Pyren je bakteriemi obvykle hydroxylovdn v poloze 1,2
nebo 4,5. Derivdt 1,2 je rozStépen v poloze meta a po dekar-
boxylaci vznikd 4-hydroxyperinaftenon27, ktery je findlnim
produktem a neni ddle metabolizovan. Oproti tomu 4,5-dihy-
drodiol je rozstfiZzen intradioloxygenasou” za vzniku 4,5-fe-
nanthrendikarboxylové kyseliny. Po &aste¢né dekarboxylaci?’
dochdzi k hydroxylaci v poloze 3.4, ndsleduje dehydrogenace
aopét dekarboxylace za vzniku 3,4-dihydroxyfenanthrenu. Po
oxidaci v poloze meta a odstépeni pyruvatu vznikd 1-hydro-
xy-2-naftalendikarboxylova kyselina, kterd je rovnéz soucast{
metabolismu fenanthrenu, jak jiz bylo uvedeno.

V soucasnosti neni mnoho dostupnych informaci tykaji-
cich se mechanismu degradace PAU s vice neZ ¢tyfmi cykly.
Vétsina praci se zabyvala degradaci benzo[a]pyrenu (BaP),
a ackoliv byla pomoci znacenych “C PAU sledovéna tplnd
mineralizace, pouze v jednom piipadé autofi identifikovali
produkty BaP po rozstépeni aromatického kruhu bakterii rodu
Mycobacterium®. Z vysledkd vyplyvd, ze BaP byl atakovén
na tfech mistech. Doslo k hydroxylaci v poloze 7,8 a ndsledo-
valo meta Stépeni. V druhém piipadu se jednalo o polohu 9,10,
rovnéz s ndslednym $t€penim vné vicindlniho diolu. Z obou
vzniklych intermedidtd cis-4-(7-hydroxypyren-8-yl)-2-oxo-3-
-butenové kyseliny a cis-4-(8-hydroxypyren-7-yl)-2-oxo-3-
-butenové kyseliny doslo k odstépeni pyruvatu. V tfetim pii-

Obr. 2. Bakteridlni rozklad naftalenu
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padé to byla pozice 4,5 a nasledoval intradiolovy stfih za
vzniku 4,5-chrysendikarboxylové kyseliny.

5. Houbova degradace PAU

Kromé uvedené skupiny ligninolytickych hub byly studo-
vény i nékteré druhy imperfektnich vldknitych hub*!'®. Houby
obecné pouzivaji k oxidaci PAU cytochrom P-450, stejné jako
napiiklad savci. Rovnéz v piipadé téchto organismu se jednd
o sekunddrni d¢j, nikoli vedouci k ziskdni energie nebo zdroje
uhliku, nybrz o déj detoxifikac¢ni. Tomu také odpovidd zjistény
fakt, Ze v Zddném ze studovanych pripadt nedochdzelo k roz-
Stépeni aromatickych kruhti. Dochédzi k oxidaci za vzniku
reaktivniho arenoxidu, ze kterého, stejné jako u savced, vznikaji
hydrolyzou trans-dioly. Ty byly zjistény napiiklad v ptipadé
houby Cunninghamella elegans, a to pro naftalen (v poloze
1,2), fenanthren (1,2; 3,4 a 9,10), fluoranthen (2,3), ben-
zo[a]anthracen (8,9; 10,11 a 3,4) a benzo[a]pyren (4,5; 9,10
a7,.8) (cit.%). V pripadé tohoto druhu houby a benzo[a]anthra-
cenu byly detegovany i 8,9,10,11-tetraoly. Z reaktivniho aren-
oxidu mtize vzniknout pfesmykem rovnéz hydroxy derivat.
Ten potom byvd detoxifikovdn jako glukuronid, glukosid,
sulfat atd.* Bylo prokdzino, Ze z hydroxylovanych derivatt
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Obr. 3. Produkty degradace nékterych PAU ligninolytickou houbou Phanerochaete chrysosporium

vznikaji rovnéZ v nékterych piipadech i chinony, které jsou
rnutagenm’zg. Ackoliv nedochdazi k rozkladu PAU, vzniklé
trans-dioly nevykazovaly mutagenni efekt, narozdil od sav-
¢ich produktli oxidace PAU pomoci cytochromu. Diivodem
pro tento fakt je, Ze naptiklad trans-8,9-dihydrobenzo[a]an-
thracendiol vznikly oxidaci houbou Cunninghamella elegans
md konfiguraci 85,95, zatimco stejny produkt oxidace burika-
mi ze sav¢ich jater je 8R,9R enantiomer "
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6. Metabolismus ligninolytickych hub

I kdyZ ligninolytické houby z ekologického hlediska ne-
patif mezi piidni organismy, u ¢etnych druht bylo zjisténo , Ze
jsou schopny aktivné kolonizovat piidu, coz zvysuje biologic-
kou dostupnost PAU¥ U ligninolytickych hub bylo prokdza-
no, ze na degradaci PAU se podileji ligninolytické enzymy,
ackoliv neni ziejmé v jakém rozsahu™®. Pi degradaci pomoci
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téchto enzymt dochdzi k nespecifické radikdlové oxidaci.
Predpoklddd se, Ze ligninolytické enzymy produkuji kation-
-radikaly, které difunduji do ?rostfedl’ a funguji jako medidtor
mezi enzymem a substratem™. Bylo prokdzano, Ze ligninoly-
tické houby jsou schopny rozklddat icinn€ PAU dokonce i se
Sesti kondenzovannymi kruhy, a to v Zivnych tekutych me-
diich a uméle kontaminovanych piidich. Rovnéz bylo proka-
zdno, 7e jsou schopny i ¢dste¢nd mineralizovat PAU>

Na obr. 3 jsou uvedeny produkty degradace nékterych
PAU houbou Phanerochaete chrysosporium, ktera je nejvice
studovanym druhem'”. A¢koliv vzhledem k oxida&nimu po-
tencidlu by fenanthren nemél byt oxidovan, byl 9,10-fenan-
threnchinon detegovdn. U této houby byly rovnéz nalezeny
typické produkty oxidace fenanthrenu cytochromem P-450:
trans-3,4- a trans-9,10-dihydrofenanthrendioly; 3-, 4- a 9-fe-
nanthrol®!. Néslednym produktem degradace je 1,1’-bifenylo-
vd kyselina. Rovnéz u dalSich PAU s vys$S§im ionizacnim
potencidlem byla zjiSténa oxidace pomoci pfitomnych medid-
torg®”8, v pripadé pyrenu byl detegovan produkt oxidace
cytochromem P-450, a to trans-4,5-dihydropyrendiol u houby
Pleurotus ostreatus". Fluoren byl stejnou houbou, a rovnéz
mangan peroxidasou z Phanerochaete chrysosporium oxido-
van na 9-fluorenol a 9-fluorenon. Produktem degradace an-
thracenu je antrachinon, z néhoZz vznikd kyselina ftalova.
Kromé zminénych kyselin 1,1’-bifenylové a ftalové byl, coby
Stépny produkt PAU, identifikovan jesté¢ anhydrid kyseliny
1,8-naftalendikarboxylové pfi in vitro degradaci acenaftenu a
acenaftylenu pomoci laccasy?’.

Skutec¢nost, Ze ligninolytické houby jsou schopny minera-
lizovat PAU a pfitom nebyly dosud objasnény témér Zddné
Stépné produkty, se odrdzi i v tom, Ze je tato problematika
v soucasnosti intenzivné studovana.

7. Zavér

Vyuziti biologickych metod pro odstrafiovdni polycyklic-
kych aromatickych uhlovodikd z Zivotniho prostiedi patif
k perspektivnim a ekologicky Setrnym metoddm. Bylo prokd-
zdno, ze mikroorganismy jsou schopné efektivné rozklddat
tyto latky. Metabolické cesty rozkladu PAU bakteriemi jsou
jiz v podstaté znamé. Naopak u skupiny ligninolytickych hub,
které patii diky schopnosti kolonizovat ptidu k nejslibnéjsim,
doposud neni ziejmé, kdy se ktery mechanismus degradace
uplatni. Prozatim jsou zndmy pouze produkty detoxifika¢nich
mechanismi, ackoliv byla prokdzadna rovnéz mineralizace PAU.
Vzhledem k tomu, Ze se dosud zndmé produkty degradace
vyznamné lisi v toxicité a karcinogenité, je identifikace dal-
Sich produktd jednim z dalezitych smért vyzkumu v této
oblasti.

AutoFi dékuji Fondu rozvoje vysokych Skol za poskytnuti
grantu 1873/2000 a Grantové agenture Ceské republiky za
grant 526/99/0519.
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