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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace je seznamit Ctenaie s problematikou kometabolické degradace
dichlorethylenii. Teoreticka Cast prace uvadi latky spadajici do kategorie chlorovanych
ethylent a popisuje jejich fyzikdln€ chemické vlastnosti. Dale objasniuje priciny znecisténi
zivotniho prostiedi t€mito latkami a jejich transport v ném. Poskytuje ¢tenafi poznatky o
schopnostech riznych bakterii kometabolicky rozkladat jednotlivé dichlorethyleny. Sou-
¢asti prace byla série pokusti na kometabolickou degradaci dichlorethylenti bakterii Co-
mamonas testosteroni RF2 a byla zkoumana mira pfezivani bunék této bakterie po probéh-
1¢ kometabolické degradaci dichlorethylenti. Rovnéz byly provedeny kontroly degradaci
dichlorethylent bakterii RF2 bez ti¢asti fenol oxigenasy (oxigenas). Bylo zjisténo, Ze bak-
terie RF2 je schopna s riiznou mirou uspé&s$nosti kometabolicky odstranit jednotlivé izome-
ry dichlorethylenti. Uréité mnozstvi cis-1,2-dichlorethylenu mize byt touto bakterii odstra-

néno i bez Gcasti fenol oxigenasy.

Kli¢ova slova: kometabolicka degradace, Comamonas testosteroni RF2, chlorované ethy-

leny, dichlorethyleny, cis-1,2-dichlorethylen, fenol oxigenasa

ABSTRACT

The aim of this master thesis is to familiarize readers with the issue regarding to come-
tabolic degradation of dichloroethenes. It introduces the substances which are ranked into
the group of chlorinated ethenes and describes their physicochemical properties. An essay
which clarifies the causes of the environmental pollution caused by chlorinated ethenes and
their transport in the environment follows. This thesis also provides variety of information
about different bacteria and its ability to cometabolically break down various isomers of
dichloroethenes. A series of experiments were conducted in the experimental part of this
thesis. These experiments were consisted from cometabolic degradation of dichloroethenes
in bacteria Comamonas testosteroni strain RF2 and potential toxic effect of dichloroethe-
nes on the bacteria cells was examined after cometabolic degradation was performed. The
control assays for dichloroethenes degradation in bacteria RF2 were performed in absence
of phenol oxygenase. It has been found that bacteria strain RF2 is able to cometabolically
break down various isomers of dichloroethenes with different level of achievement.
Among others, it has been proved that bacteria RF2 is able to remove certain amount of

cis-1,2-dichloroethene in absence of phenol oxygenase.



Keywords: cometabolic degradation, Comamonas testosteroni RF2, chlorinated ethenes,
dichloroethenes, cis-1,2-dichloroethene, phenol oxygenase
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UvVOD

Zdrojem znecisténi zivotniho prostiedi dichlorethyleny je ¢asté pouzivani Siroké Skaly roz-
poustédel, odmastovadel a prostredkil pro ¢isténi, jejichz slozeni je bohaté na vyse chloro-
vané uhlovodiky. Nejcastéjsimi Skodlivymi latkami obsazenymi v takovych komerc¢nich

prostiedcich jsou tetrachlorethylen (perchlorethylen, PCE) a trichlorethylen (TCE).

Perchlorethylen a trichlorethylen jsou latky karcinogenni a vysoce toxické. Zaroven to jsou
latky, které v podzemnich vodach podléhaji velmi pozvolnému anaerobnimu rozkladu
Vv pribehu tzv. pfirodni atenuace. Jde o proces reduktivni dehalogenace ¢i dechlorace, pfi
kterém dochazi k redukci atomt chléru a vzniku nize chlorovanych uhlovodikl. Nasledna
akumulace vzniklych dichlorethylenti, zejména pak cis-1,2-dichlorethylenu (cDCE), zpu-

sobuje, ze se z téchto latek stavaji vyznamné environmentalni kontaminanty.

Biodegradace dichlorethylent je Casto limitujicim faktorem pro fizené vyuziti reduktivni
dechlorace jako jediného pristupu pro sanace kontaminovanych lokalit. Proto pochopeni
faktori, které ovliviuji transformaci dichlorethylent, je rozhodujici pro stanoveni technic-
kych postupt v jejich odstrafiovani. Jednou z moznych variant jejich odstranéni z zivotniho
prostfedi muze byt vyuziti kometabolické degradace. A pravé kometabolickd degradace
dichlorethylenti bakterii Comamonas testosteroni RF2 je stézejni ¢asti této diplomové pra-
ce. V praci jsou zkoumany degradacni vlastnosti zminéné bakterie s vyuzitim fenolu jako
primérniho substratu, pro navozeni tvorby bakteridlnich katabolickych enzymi, potfebnych
pro zahéjeni degradacnich procesu. Jiz diive bylo prokazano, ze bakterie Comamonas tes-
tosteroni RF2 ma schopnost kometabolicky degradovat trichlorethylen. Bakterie schopna
rozkladat trichlorethylen i jeho degradacni produkty by mohla byt vyuZita jako levny pro-
stitedek pro sanace zne€isténych lokalit. Prace si rovnéZ klade za cil poskytnout ¢tenafi
uceleny piehled o problematice chlorovanych ethylent a biodegrada¢nich metodach pro
jejich odstranéni a poskytuje piehled o schopnostech riznych bakterii kometabolicky roz-

kladat jednotlivé dichlorethyleny.
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. TEORETICKA CAST
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1 CHLOROVANE ETHYLENY

Do skupiny chlorovanych ethyleni se tadi tetrachlorethylen (perchlorethylen, PCE),
trichlorethylen (TCE), cis-1,2-dichlorethylen (cDCE), trans-1,2-dichlorethylen (tDCE),
1,1-dichlorethylen (1,1DCE) a vinylchlorid (VC). Jedna se o synteticky vyrabéné pramys-
lové latky, které jsou velmi Castou pii¢inou znecisténi podzemnich vod [1,2]. Jejich pii-

tomnost je dusledkem aplikaci TCE a PCE v riznych oblastech primyslu.

Perchloethylen PCE A
o«

Trichlorethylen TCE CI\=<CI
4 cl

H H

Cis—1,2—dichlorethylen cDCE £=C
Cl Cl
H Cl

Trans—1,2—dichlorethylen | tDCE S=6
Cl H
(o] H
1,1-dichlorethylen 1,1DCE C|>C=C(H
H H
Vinylchlorid vC H>C:C<c.

Obr. 1. Seznam chlorovanych ethylend

1.1 Fyzikalné chemické vlastnosti chlorovanych ethylent

Chlorované ethyleny jsou chlorované alifatické organické uhlovodiky syntetického pavo-
du, které se skladaji ze dvou atomu uhliku, navzajem spojenymi dvojnou vazbou, a s riz-
nym poctem substituovanych atomi chléru. Pocet substituovanych atomt chloru piimo
ovliviiyje jejich fyzikalni a chemické vlastnosti. S rostoucim poctem atomu chloru se zvy-
Suje molekulovd hmotnost a hustota, zatimco tlak par a rozpustnost ve vod¢ se snizuje.
Nekteré z nich jsou prokazanymi karcinogeny a svoji chemickou povahou se fadi mezi
latky xenobiotické, tedy latky v pfirodé cizorodé, byt v nepatrnych koncentracich jsou i
ptirozenymi procesy vytvareny [3]. Mezi nezadouci vlastnosti téchto latek patii vysoka
toxicita, rezistentnost a schopnost akumulace v zivych i nezivych slozkach Zivotniho pro-
stfedi véetné ¢loveéka [1].

Chlorované ethyleny patii do skupiny DNAPL’S (Dense Non-Aqueous Phase Liquids),

Vv v

coz jsou kapalné latky o vyssi hustoté nez voda. Jsou tedy t¢z§i a hromadi se na nepropust-
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ném podlozi. Difuzi se mohou Sifit 1 proti sméru toku podzemni vody [1]. Na Obr. 2.
Transport DNAPL Vv podzemi je zndzornén jejich Gnik béhem primyslové Cinnosti a néa-

sledny transport v Zivotnim prostiedi.

Unik PCE a TCE

Nasycena plida

Plynna faze DNAPLs jako zbytkove

¢i mobilni produkty

Hladina
Rozpustény

/ kontaminacni mrak

Obr. 2. Transport DNAPL v podzemi [4]

1.2 Perchlorethylen (PCE)

Perchlorethylen (chemicky nazev 1,1,2,2-tetrachlorethylen) je bezbarva kapalina, téméf
nerozpustna ve vodé a nehotlava [5]. Z celé fady chlorovanych ethylenil je PCE se svymi
Ctyfmi substituovanymi atomy chloru nejvySe chlorovanym zastupcem. Spolu s trichlore-
thylenem je pouzivéan jako rozpoustédlo v chemickych Cistirnach a ve strojnictvi. Slouzi
také jako zaklad pro vyrobu fluorovodiku [5]. Je klasifikovan jako zdravi Skodlivy pro ¢lo-
veéka a nebezpecny pro zZivotni prostiedi. Jednd se o podeziely karcinogen fadici se do ka-
tegorie 2A (pravdépodobny lidsky karcinogen), je toxicky pro vodni organismy a muze

vyvolat dlouhodobé neptiznivé ucinky ve vodnim prostiedi [5,6].
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Cl Cl

Obr. 3. Strukturni vzorec PCE

1.3 Trichlorethylen (TCE)

Trichlorethylen (chemicky nazev 1,1,2-trichlorethylen) je bezbarva viskoznéjsi kapalina,
lehce sladkého zapachu a sladké palivé chuti. Je mélo rozpustny ve vod¢, vysoce tékavy a
jen slab¢ hotlavy [7]. Ve sv€tovém méfitku se vyuziva vice nez 50 let, zejména jako roz-
poustédlo v chemickych distirnach a ve strojnictvi, dale jako prostfedek pro odstranovani
barev, lepidel a skvrn. Je zdravi nebezpecny pro ¢lovéka, podeziely z karcinogenity (kate-

gorie 2A) a nebezpecny pro Zivotni prostiedi [7,8].

N 7

Cl Cl

Obr. 4. Strukturni vzorec TCE

1.4 1,2-dichlorethyleny

1,2-dichlorethyleny jsou vysoce hoflavé, bezbarvé kapaliny charakteristického ostrého
zapachu jiz pfi jejich velmi nizkych koncentracich ve vzduchu. Vyskytuji se ve dvou od-
lisSnych izomernich formach. Jedna se o cis-1,2-dichlorethylen (cDCE) a trans-1,2-
dichlorethylen (tDCE). Pievazné se vyskytuji v jejich relativné ¢istych formach, tvorenych
z velké ¢asti pouze molekulami cDCE nebo tDCE, ale nékdy mohou tvofit mix obou téchto
forem. Historicky byly pouzivany jako rozpoustédla pro vosky, pryskyfice a celulosu, pfi

extrakci kaucuku a jako nemrznouci kapaliny v chladicich zatizenich [9,10].

Do zivotniho prostiedi se dostavaji diky pramyslovym aktivitim. Zejména pak prostied-
nictvim ndhodnych Unikl z chemickych zavodua, které je pfimo vyrabi nebo pouzivaji pro
vyrobu jinych latek. Dalsimi zdroji znecisténi jsou skladky nebezpe¢nych odpadi obsahu-

jici chlorované uhlovodiky, spalovani latek obsahujici vinylchlorid a biodegradacni proce-
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sy, pii kterych vznikaji jako dcefiné produkty z pivodniho PCE a TCE. Jejich pfitomnost
byla dolozena v ovzdusi, padé a vodé [9]. Po tniku 1,2-dichlorethylenti do Zivotniho pro-
stiedi dochazi k jejich rychlému vypafovani. Zejména pii uvolnéni do vlhké pudy, jezer,
fek a dalSich vodnich ploch se jejich vétSina vypaii do vzduchu. Pfi uvolnéni pod po-
vrchem pudy (k ¢emuz muze dojit napiiklad pii skladkovani nebezpe¢nych odpadii) jsou
rozpoustény ve vode, vsakovany hloubéji do plidy a v konecném disledku dochazi ke kon-

taminaci podzemnich vod [9].

Lidé mohou byt vystaveni nezadoucimu kontaktu s témito latkami n€kolika riznymi zpt-
soby. Vdechovanim kontaminovaného vzduchu, pitim kontaminované vody, pfimym kon-
taktem s pokozkou a stravou. K expozici muze rovnéz dojit pii pouzivani pitné vody
z kohoutku, ktera byla kontaminovana témito latkami (pfi vafeni, koupani a umyvani na-

dob) [9].

Vdechovani vyssich koncentraci 1,2-dichlorethylentt mtize zpusobit nevolnost, ospalost a
unavu. Jednorazové vdechnuti velmi vysoké koncentrace par 1,2-dichlorethylenti miize byt

pro ¢lovéka smrtelné (pfené koncentrace nejsou specifikovany) [9].

Cl Cl Cl H
\

/7 N\ /7

C=C C=C
/ \ / \
H H H Cl

Obr. 5. Strukturni vzorce cDCE a tDCE

1.5 1,1-dichlorethylen (1,1DCE)

1,1-dichlorethylen je bezbarva kapalina s jemné nasladlym zapachem pFipominajici chloro-
form [11,12]. Je prakticky nerozpustny ve vodé, rozpustny v acetonu, ethanolu a mnohych
organickych rozpoustédlech. Je pouzivan pro vyrobu urcitych druht plastd, pouzivanych
V potravinaiském primyslu na obalové materialy, pro vyrobu retardért hoteni, pfi natérech
ocelovych trubek a pro vyrobu lepidel [12].

1,1DCE vstupuje do zivotniho prostfedi diky tniklim pfi jeho vyrob& a pouzivani. Daéle
jako biodegrada¢ni produkt polymerniho polyvinyliden chloridu a rovnéz jako produkt

biotickych a abiotickych degradaci 1,1,1-trichlorethanu, PCE, TCE a 1,1-dichlorethanu

[11]. Velmi rychle se vypaiuje z vod a pid do vzduchu. Ve vodnim prostiedi je perzistent-
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ni a v pidé dochazi k jeho pozvolné degradaci na mén¢ Skodlivé produkty [12]. K expozi-
ci 1,1DCE muze dochazet v piipadé zaméstnanci praimyslovych podniki, které tuto latku
vyrabi nebo pouZzivaji pro jiné ucely. V blizkosti primyslovych zavodi vdechovanim zne-
¢isténého ovzdusi. Jidlo, které je balené v plastovém obalu mize obsahovat jeho velmi

nizké koncentrace a rovnéz pitna voda mize obsahovat malé mnozstvi 1,1DCE [12].

Pti jednorazovém vdechnuti vysoké davky 1,1DCE dochazi k ptisobeni na centralni nervo-
Vou soustavu. Postizend osoba ztraci dech a mize omdlit. Vdechovanim nizSich koncentra-
ci (ptesnéji neni specifikovano) po delsi dobu dochazi k poSkozeni nervového systému,
jater a plic [12].

N 7

C=C
s N

Cl H

Obr. 6. Strukturni vzorec 1,1DCE

1.6 Vinylchlorid (VC)

Vinylchlorid je trivialni nazev pro chlorethylen. Jedna se o bezbarvy plyn, ktery velmi
dobfte hofi, je nestabilni za vysoké teploty a m& mirné nasladlou viini. VC je antropogenni
a Vv pfirodé¢ se pfirozené nevyskytuje, nicméné mizZe vznikat rozpadem jinych latek antro-
dobé se pouzival jako chladici médium a hnaci plyn ve sprejich, avSak pozdéji byl kvili
své nebezpecnosti pro tento druh pouziti zakazan [13]. V soucasné dobé se vyuziva zejmé-
na pti vyrobé polyvinylchloridu (PVC). Podle mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny

je fazen do 1. kategorie latek, tedy takovych, které jsou karcinogenni pro lidi [13].

H H

C=C
/ N

Cl H

Obr. 7. Strukturni vzorec VC
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2 BIODEGRADACE CHLOROVANYCH ETHYLENU

Chlorované ethyleny mohou podléhat biodegradaci v priibéhu tzv. pfirodni atenuace, coz je
proces reduktivni dechlorace za anaerobnich podminek, nebo oxidaci v aerobnim prostiedi.
Tendence chlorovanych ethylenti podléhat reduktivni dechloraci se snizuje s klesajicim
poctem substituovanych atomii chléru. Zatimco PCE a TCE podléhaji relativné snadno
reduktivni dechloraci, biodegradace dichlorethylenti a vinylchloridu probiha mnohem
snadnéji jejich oxidaci za aerobnich podminek [14]. Aerobni oxida¢ni degradace muze
probihat dvéma riznymi zptusoby: bud’ kometabolickou degradaci za pfitomnosti primarni-
ho substratu, nebo metabolickou degradaci, kdy je jedinym zdrojem energie samotna cizo-
roda latka. Jako nejucinngjs$i biodegradacni zpisob odstraniovani chlorovanych ethylenii
jako celku se jevi kombinace anaerobni reduktivni dechlorace PCE a TCE s naslednou
oxidaci dichlorethylent a vinylchloridu. Nespornou vyhodou této metody je, Ze piedchazi

nadmérnému hromadéni dichlorethylenti a vinylchloridu béhem anaerobni dechlorace [15].

Anaerobniredukce Aerobni oxidace

primamich substrati  chlorovanych ethyleni

(dononi elektronu) (akceptori elektronu)

CI\ /CI
R - - >
Primdmi substrdt v podobe Cl * cl
organického uhliku cl /H Cco,
=c. TCE >
¢ Cl
L=¢_ cDCE B
Cl
i » H,0
\ /
cr L=c. NG >
l ci Primami substrit je
. . A nezbytny pouze pro
Oxidovany organicky H T navozeni kometabolické @
uhlik c=C Ethen degradace
2 B \ ’
Oxidace Redukce Oxidace

Redukce kysliku
(elektron akceptoru)

chlorovanych ethyleni

(donori elektronu)

Obr. 8. Anaerobni redukce a aerobni oxidace chlorovanych ethylenti [15]
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Casté degradacni cesty chlorovanych ethylent

PCE
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Reduktivni dechlorace %,
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~ 2 o
Méng Casté intermediaty — — o cis-1,2-DCE fa %,6
trans-1,2-DCE a 1,1-DCE 4

Reduktivni dechlorace

CO,

Obr. 9. Casté degradacni cesty chlorovanych ethylent [4]

2.1 Anaerobni reduktivni dechlorace

Anaerobni reduktivni dechlorace neboli halorespirace je anaerobni respiracni proces vyu-
Zivajici chlorované ethyleny jako akceptory elektronti a vodik jako donor elektronti. Jak jiz
bylo zminéno, jedna se o béZn¢ se vyskytujici pfirodni proces, znamy pod pojmem piirodni

atenuace. Ovsem tento proces je rovnéz cilené vyuzivan pro technické sanace kontamino-
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vanych podzemnich vod. V technickych bioremediacich je vodik dod4avan v podobé¢ orga-
nického substratu (biostimulace), ktery je rozkladan fermentativnimi bakteriemi, coz vede
k tvorbé volného vodiku, potiebného pro nékteré dehalorespira¢ni bakterie. Atomy chloru
chlorovanych ethylenti jsou postupné nahrazovany atomy vodiku, dasledkem ¢ehoz docha-
zi k dechlora¢ni redukci z PCE pies TCE, cDCE (ktery je nejcastéji se tvoficim izomerem
ze vSech tfi dichlorethylenti) a VC az na relativn¢ neskodny ethen [15]. Ethen je klasifiko-
van podle IARC (International Agency for Research on Cancer) jako karcinogen 3. katego-
rie [16]. Avsak vzhledem k jeho pfedpokladané nizké koncentraci v podzemnich vodach a
schopnostem mikroorganismt jej degradovat, nepfedstavuje vyznamnéj$i riziko. Di-
Ky tomu, Ze rychlost dechlorace klesa s klesajicim poctem substituovanych atomu chloru,
dochéazi k hromadéni dichlorethylenti nebo vinylchloridu. Takové hromadéni predstavuje
vyznamné environmentalni problémy a je podstatnym nedostatkem pfti vyuzivani anaerob-
ni reduktivni dechlorace jako jediného sanaéniho ptistupu pro dekontaminace postizenych

lokalit.

Je znamo nékolik skupin bakterii, které jsou schopny za anaerobnich podminek redukovat
PCE a TCE na cDCE jako kone¢ny produkt. Jedna se o zastupce rodi Desulfomonile, De-
halobacter, Desulfitobacterium a Desulfuromonas [14,17]. Ovsem jen jedna bakterie z
rodu Dehalococcoides je schopna kompletni reduktivni dechlorace z perchlorethylenu na
ethen, ale i pro ni plati, Ze dechlorace z PCE na cDCE je rychlejsi a termodynamicky piiz-
nivéjsi nez dechlorace z cDCE na vinylchlorid [17]. ProtoZe nejpomalej$im dechloraénim
krokem je kone¢na transformace vinylchloridu na ethen, dochazi k ¢astym akumulacim

cDCE a vinylchloridu [14].

H: HCI H; HCI H: HCI H HC]

o > \—/ e \——/ >__<
AN ol R g N R N Z
Cl Cl Cl Cl Cl Cl H Cl H H
PCE TCE cDCE 4 & Ethen

Obr. 10. Reduktivni dechlorace bakterii Dehalococcoides [18]

2.2 Aerobni kometabolicka degradace

Nekteré typy cizorodych latek, mezi které se tadi i dichlorethyleny, nejsou ¢etné mikroor-

ganismy schopny vyuzivat ptimo jako zdroje uhliku, stavebnich prvki ¢i energie pro svij
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rust a proto tyto sloueniny nebyvaji v béznych podminkach prostiedi rozkladany. Nekteré
Z nich vsak mohou byt ur€itymi druhy nebo skupinami bakterii rozkladany za specifickych
podminek, a to vétSinou po kontaktu mikrobialnich bunék s vybranou organickou latkou,
ktera je oznacovana jako primarni substrat. Takovy proces rozkladu, s nutnou ucasti jiné
latky, oznacujeme jako kometabolismus [19,20]. Mikroorganismy jej neprovozuji “cilené*,
nebot’ jim nesaturuje Zadnou zdrojovou oblast pfimého metabolismu, nicméné za urcitych
situaci diky nadprodukci nékterych skupin enzymi S nizkou substratovou specificitou, par-
ticipuji tyto biochemické katalyzatory i na transformaci jinych latek. Podstata kometabo-
lismu spociva v neschopnosti danych cizorodych latek indukovat v mikrobialnich bunkach
tvorbu potfebnych typt katabolickych enzymd, takze jejich tvorba pak musi byt indukova-
na primarnim substratem [21]. Nejéastéji pouzivanymi primarnimi substraty pro navozeni
kometabolické degradace napi. TCE jsou fenol, toluen, benzen, methan a amoniak [2].
Diky SirSi substratové specificité piislusnych enzyma (oxigenas) dochazi k ataku nejen
samotnych primarnich substratu, ale i dalsich latek jako TCE ¢i dichlorethylenti [20].

Kontaminant
(TCE, cDCE) Produkt transformace

Mikroorganismus

Substrat CO,+ H-O

Obr. 11. Schematické znazornéni kometabolismu [21]

K tspésnému vyuziti kometabolického rozkladu pro dekontaminace znecisténych lokalit
(nejcasteji podzemnich vod) je tieba znat faktory, které jsou nutné pro uspésné provedeni

téchto zptisobi remediace prostiedi. Témito faktory jsou:
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* vybér vhodné mikrobidlni kultury, znalost jejich rastovych a fyziologickych vlastnosti a

také jeji patogenity,

» znalost jednoho ¢i vice induktorii potfebnych katabolickych enzymt, jeho toxicity, po-
titebné koncentrace a doby jeho piisobeni pro navozeni tvorby enzymi, a také rychlost jeho

spotfebovani mikrobidlnimi buiikami (pro zamezeni piipadné substratové kompetice)

* znalost klicového enzymu ¢i enzymu, pH optima a afinity k obéma substratim (pfiroze-

nému i cizorodému),

* znalost produktid degradace nebo vylouceni vzniku toxickych slouenin, zejména pak

epoxidu ¢i dead-end produkti [22].

2.3 Aerobni metabolicka degradace

Zatimco béhem kometabolické degradace jsou chlorované ethyleny degradovany viceméné
nahodné diky pfritomnosti primarniho substratu, ktery indukuje tvorbu potiebnych katabo-
lickych enzymt, v piipadé metabolické oxidace jsou jedinym zdrojem uhliku a energie
pravé samotné chlorované ethyleny [14]. Skuteénost, ze neni tieba pfitomnost primarniho
substratu v pribéhu metabolické oxidace, ma fadu vyhod Vv porovnani s kometabolickymi
degrada¢nimi cestami. Tou hlavni je skuteCnost, ze je vyloucena kompetice o katabolické
enzymy mezi primarnim substratem a chlorovanymi ethyleny [14,23,24,25,26] a rovnéZ je
niz$i spotieba kysliku [27,28,29]. Netvoii se toxické epoxidy a koneéné metabolicka oxi-
dace je schopna degradovat vyssi koncentrace chlorovanych ethylent v kratSim obdobi a
S vyssim procentem kone¢ného rozkladu nez jak je tomu v pribéhu kometabolické oxida-
ce. Zatim bylo opakované prokazano, ze vinylchlorid podléha metabolické degradaci bak-
terii Pseudomonas earuginosa MF1 a 1,1-dichlorethylen je metabolicky degradovan bakte-
rii Alcaligenes sp. [23,30,31,32]. Problémem pro jeji $ir$i vyuziti v soucasnosti je fakt, ze
Vv pfitomnosti jinych chlorovanych ethyleni dochazi k vzajemnym interakcim a k vyznam-
nému snizovani degrada¢niho potencialu cDCE a VC [14]. Neni pochyb, Ze v budoucich
letech bude dochazet k novym objeviim a snad lepSimu porozuméni jak tuto metodu efek-

tivn€ vyuzivat pro dekontaminace znecisténych lokalit.
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3 SCHOPNOST BAKTERII KOMETABOLICKY ROZKLADAT
JEDNOTLIVE DICHLORETHYLENY

Tato ¢ast diplomové prace se zabyva schopnostmi bakterii kometabolicky rozkladat jednot-
Z dostupnych védeckych ¢lankt. Jsou zde popsany riazné metody pro navozeni kometabo-
lického rozkladu, zda autofi pracovali s Cistymi kulturami bakterii ¢i S konsorcii, jaké iso-
mery dichlorethylent byly rozkladany, v jakych koncentracich a pokud autofi ¢lankd uva-

di, jaké byly kone¢né produkty rozkladu.

3.1 Aerobni kometabolicky rozklad ¢cDCE a tDCE pomoci bakterialniho

konsorcia z kontaminovanych lokalit v Africe

Kometabolicky rozklad cDCE a tDCE za aerobnich podminek byl pozorovan u mnoha
mikroorganismt schopnych oxidovat toluen, fenol a propylen, dile u metanotrofnich a
nitrifikacnich bakterii, pficemz ptidavek primarniho substratu se ukazal jako nezbytny pro
indukeci pottebnych typl katabolickych enzymt. Nékteré z téchto primérnich substrata jako
fenol a toluen jsou samy o sob& nebezpecné a neakceptovatelné latky v podlozi zemin,
zatimco jiné, tak jako propylen, methan a propan jsou plynné substraty s nizkou rozpust-
nosti ve vodé. Proto je vhodnéjsi zvolit ve vodeé rozpustné a netoxické substraty, které mo-

hou zah4jit mikrobialni degradaci cDCE a tDCE [33].

Tato studie zkoumala efekt nekterych ve vodé rozpustnych, netoxickych a nehotlavych
primarnich substratti na biodegradaci CDCE a tDCE prostfednictvim konsorcia aerobnich
bakterii izolovanych z kontaminovanych lokalit v Africe. Bakteriadlni kmeny pouzité v této
studii byly isolovany ze vzorkil kontaminované pidy v Jizni Africe a Nigérii. Cisté kultury
byly kultivovany z téchto vzorki na zivném agaru. Jednalo se o tyto zastupce: Bacillus
cereus, Bacillus sp., Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter haemolyticus, Pseudomonas

sp., Klebsiella sp. a Acinetobacter sp.[33].

3.1.1 Priprava pokusi

Byly provedeny tfi série pokusii. Prvni série zkoumala degradaci jednotlivych ¢cDCE a tD-
CE za podminek, kdy byly tyto latky jedinymi zdroji uhliku. Druha série zkoumala za stej-
nych podminek degradaci smésného vzorku téchto ethyleni a v tieti sérii byla zkoumana

kometabolickd degradace ¢cDCE a tDCE v pfitomnosti riznych primarnich substrati.
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V prvni sérii bylo do 250 ml lahvi davkovano 150 ml minerdlniho média, které bylo na-
sledné¢ zaockovano 2 ml bakteridlni suspenze. Kapalna a plynna fadze byly v poméru 3:2
(152 m1/98ml). Nasledné byl pridan ¢cDCE & tDCE o koncentraci 1 mM (96,95 mg.I™).
Vsechny lahve byly utésnény plynotésnymi uzavery pro zabranéni uniku plynné faze. Dru-
ha série pokust byla provedena identicky, avSak S tim, Ze namisto jednotlivych ¢cDCE a
tDCE byl pfidan jejich smésny vzorek. V tieti sérii byl pfidan jeden z dvojice pouzivanych
dichlorethylent a jeden z nasledujicich primarnich substrati: glukosa, sacharosa, laktosa,
hnojivo, extrakt z kvasnic (v§e v koncentracich 0,1%) a toluen nebo fenol o koncentracich
50 mM [33].

3.1.2 Zpisob vyhodnoceni pokusii a jejich vysledky

Degradacni pokusy probihaly sedm dni. Jednotlivé vzorky byly denné monitorovany injek-
ci 100 pl plynné taze ze vzorkovnic pomoci 100 pl plynotésného davkovace do plynového

chromatografu vybaveného plamenové ioniza¢nim detektorem [33].

V prvni sérii pokust doslo k 69,5% degradaci cDCE a 74,37% degradaci tDCE. V druhé
sérii, kde byl pouzit smésny vzorek obou téchto dichlorethylent, doslo k 46,45% degradaci
cDCE a 63,63% degradaci tDCE. V pfitomnosti riznych primarnich substratd doslo
k navyseni procentualni degradace ¢cDCE a tDCE. Nejvyznamnéjsi vliv na rozlozitelnost
dichlorethylenti méla glukosa, ktera piispéla k nartstu rozlozitelnosti cDCE o 22,18% s
konecnym procentem rozkladu 91,68%. V ptipadé tDCE doSlo k narlistu rozlozitelnosti o
12,16% s kone¢nym procentem rozkladu 86,98%. Sacharosa méla rovnéz vyznamny podil
na degradaci té€chto latek. Oproti tomu pouZiti toluenu a fenolu nemélo vyznamny vliv pro
navyseni rozlozitelnosti cDCE a tDCE timto konsorciem mikroorganismu [33]. Vysledky
jednotlivych pokust jsou uvedeny v Tab. 1. Navyseni procentualni degradace cDCE a tD-

CE kometabolismem v pfitomnosti riiznych primarnich substratu.

Tab. 1. Kometabolické navyseni procentualni degradace cDCE a tDCE v pfitomnosti riz-

nych primarnich substratd [33]

L .| Degradace cDCE a tDCE | Navyseni degradace kometabolismem

Primarni substrat o0 0
[%0] [%0]
cDCE tDCE cDCE tDCE

Bez substratu 69,50 74,37 - -
Glukosa 91,68 86,98 22,18 12,61
Sacharosa 84,39 80,89 14,89 6,52
Laktosa 72,34 77,64 2,84 3,27
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L | Degradace cDCE a tDCE | Navyseni degradace kometabolismem

Primarni substrat 0 o
[%0] [%6]
cDCE tDCE cDCE tDCE

Toluen 72,38 76,52 2,88 2,15
Fenol 71,63 74,76 2,13 0,39
Hnojiva 80,46 78,39 10,96 4,02
Extrakt z kvasnic 81,55 74,54 12,05 1,17

Vysledky studie ukazuji, ze biodegradace obou dichlorethyleni byla navySena po piidavku
nékterého z primérnich substrati. Autofi ¢lanku uvadéji, ze navyseni degradace je zplso-
beno kometabolismem, av§ak ¢cDCE a tDCE byly degradovany i bez ptfitomnosti primar-
nich substrati (69,50% cDCE a 74,37% tDCE). Pokud tedy oznacujeme kometabolismus
jako proces rozkladu s nutnou tcasti jiné latky, neméli bychom v tomto ptipadé mluvit o
navySeni kometabolismem. Jevi se, Ze degradace cDCE a tDCE byla zplisobena metabo-
licky a pfidavek primarnich substrati jako zdroje uhliku a energie pouze podpofil tento

proces.

3.2 Kometabolicka degradace chlorovanych alkenii bakterii Xantobacter
sp. Py2

Hlavim cilem této prace bylo provéfit schopnost dané kultury oxidovat dvou a tfi uhlikaté
chlorované alkeny a potvrdit roli enzymu alken monooxigenasy, jako katalyzatoru této
oxidace [34]. Autofi této prace vychazeli z diivéjsich poznatkt, zaméfenych na identifikaci
bakterii rostoucich v prostiedi jednoduchych alekenii: ethenu, propylenu a butylenu jako
jejich jediného zdroje uhliku a anergie a které jsou schopny trvale udrzitelné biodegradace
chlorovanych alkenti [35]. Takové bakterie, disponujici enzymem alken monooxigenasou,
iniciuji oxidaci alkenti prostfednictvim jejich okysliCovani na pfislusné epoxidy [35].
Vzniklé epoxidy pozdé&ji podléhaji enzymatické oxidaci poskytujici energii a uhlik mikro-
bidlnim bunkam [35,36]. Epoxidy jsou znamy jako toxické meziprodukty vznikajici
Vv pribéhu biodegradaci cizorodych latek, ¢asto puisobici jako inhibitory celularnich protei-
nu. AvSak diky schopnosti téchto bakterii enzymaticky metabolizovat reaktivni epoxidy,
muze byt dosazeno dlouhodobé uspésné biodegradace chlorovanych alkend. Naptiklad
bakterie Mycobacterium sp. L1 dokaze vyuzivat ethen a vinylchlorid jako jediné zdroje
energie a uhliku pii svém ristu [37]. Bakterie Rhodococcus erthyropolis JE77 je schopna
kometabolicky degradovat trichlorethylen, dichlorethyleny a vinylchlorid [38]. Pro expe-

rimentalni pokusy v této praci byla vybrana bakterie Xanthobacter sp. Py2, izolovana na
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propylenu, kterd byla zvolena pro jeji vysokou degrada¢ni kapacitu u chlorovanych uhlo-
vodiku [34, 39]. Krom¢ propylenu, je bakterie Xantobacter sp. Py2 schopna rust i na dal-
Sich dvou alkenovych substratech, jimiz jsou ethen a buten, dale pak na glukose, sukcinatu,
jedno az ¢tyi uhlikatych alkoholech, propylenglykolu, propionaldehydu a propylenoxidu,
ktery je meziproduktem oxidace propylenu [34, 39, 40].

3.2.1 Rust a pFiprava bunék

Rust bakterii probihal v nadobach o objemu 1 litru obsahujicich 0,5 1 mineralniho média
a 50 ml propylenu (10% vol/vol) nebo s 1 g glukosy (0,2% wt/vol). Nadoby ur¢ené pro
kultivaci mikroorganisma s propylenem byly uzavieny gumovymi zatkami s pfivodnimi
trubickami a septy, pies které byl v pretlaku pridavan propylen. Béhem riistu mikroorga-
nismu bylo zajisténo periodické dopliovani vzduchu a propylenu do naddob. Mikrobidlni
burniky byly izolovany po dosazeni optimalni hustoty kapalné faze (Aggo). Pribéh izolace
bunék byl nasledovny: odstfedéni na centrifuze s naslednou resuspendaci bunék v pufru o
pH 7,2, obsahujici 50 MM NazPO,. Takto ziskané bunky byly znovu oddéleny centrifugaci
a ulozeny pfed samotnym zahéjenim experimentalnich pokusu v lednicce jako tzv. klidové

buriky, které jiz disponuji potfebnymi katabolickymi enzymy [34].

3.2.2 Analytické postupy

Stanoveni koncentraci chlorovanych uhlovodikii bylo provadéno pomoci plynové chroma-
tografie s vyuzitim FID a ECD detektord. Kvantifikace proteini v bunécné suspenzi byla
ur¢ena pomoci biuretové reakce, po solubilizaci v 3M NaOH po dobu 30 minut a pfi teplo-
t& 65°C [34].

3.2.3 Degradace chlorovanych uhlovodiku

Degradac¢ni pokusy byly zaméfeny na osm riznych chlorovanych uhlovodikd (1,3-
dichlorpropan, 2,3-dichlorpropan, perchlorethylen, trichlorethylen, cis-1,2-dichlorethylen,
trans-1,2-dichlorethylen, 1,1-dichlorethylen a vinylchlorid) [34]. Vzhledem k tomu, Ze se
tato diplomova prace zabyva biodegradacemi chlorovanych ethylent, veskera pozornost

byla sméfovana vyhradné na tyto latky.

Pokusy degradace chlorovanych uhlovodikti byly provadény v uzavienych vialkach se sili-
konovymi septy. Vialky o objemu 9 ml obsahovaly 2 ml pufru a 500 nmol nékterého ze
zkoumanych chlorovanych uhlovodika (83 pg.l™* PCE, 66 pg.1™ TCE, 48 pg.1™* cDCE, tD-
CE nebo 1,1DCE, a 31 ug.I! VC), které byly pripraveny v nasycenych vodnych roztocich.
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Pouze vinylchlorid byl ptidan jako plyn. Chlorované uhlovodiky byly davkovany do vialek
pomoci plynotésného davkovace, pticemz mnozstvi pfidaného substratu bylo odhadnuto
z tabulek rozpustnosti [41]. Nakonec byly pfidany bakterialni suspenze obsahujici bakterie
vyrostlé na propylenu (1,1 mg proteint) a glukose (1,3 mg proteinu). Vzorky plynné faze o
objemu 25 ul byly odebirany béhem inkubace za neustalého protiepavani vialek pii 30°C.
Tyto vzorky byly odebirany okamzité¢ po zahdjeni pokust a poté v urcitych ¢asovych inter-
valech po dobu 30 minut a analyzovany [34]. Vysledky z jednotlivych méfeni jsou uvede-
ny v Tab. 2. Hodnoty Vv tabulce piedstavuji primér z trojiho méfeni se standardni odchyl-
kou pod 5%. Z vysledku je patrné, ze bakterialni suspenze ziskana z bakterii vyrostlych na
propylenu byla schopna do ur¢ité miry degradovat nékteré chlorované ethyleny. Oproti
tomu suspenze bakterii vyrostlych na glukose nebyla schopna degradovat Zadnou z téchto
latek. Rovnéz byl proveden pokus s bakterialni suspenzi bun¢k vyrostlych na propylenu,
kultivovanych s propynem. Stejné€ jako v piipadé buncék vyrostlych na glukose, nedoslo
k degradaci zadné ze zkoumanych latek. Jako posledni byl proveden kontrolni pokus s pie-
vafenymi bakteriemi vyrostlymi na propylenu, ve snaze ovéfit, Ze k tibytku chlorovanych
uhlovodikii nedochazi diky abiotickym vliviim, ale naopak, ze odstranéni je zpiisobeno
oxidaci aktivnich bakteridlnich bun¢k vyrostlych na propylenu. V pribéhu kontrolniho

pokusu nedoslo k odstranéni zadné ze zkoumanych latek (data neuvedena) [34].

Tab. 2. Procento odstranéni chlorovanych ethylenti bakterialnimi suspenzemi [34]

Zpiusob kultivace bunécné suspenze a % odstranéni substriatu
Substrat Propylen Propylen + Propyn Glukosa
Odstranéni subst. | Odstranéni subst. | Odstranéni subst.
[%0] [%0] [%0]

Tetrachlorethylen 1,00 2,00 3,00
Trichlorethylen 46,00 0,00 2,00
cis-1,2-dichlorethylen 69,00 1,00 7,00
trans-1,2-dichlorethylen 84,00 3,00 6,00
1,1-dichlorethylen 6,00 2,00 0,00
Vinylchlorid 100 0,00 2,00

Béhem této studie bylo potvrzeno, ze enzym alken monooxigenasa hraje dilezitou roli pti
oxidaci chlorovanych ethylent, kde ptsobi jako katalyzator této oxidace. Potvrzeni tlohy
tohoto enzymu, jako katalyzatoru pfi oxidaci chlorovanych etylenti, bylo demonstrovano
porovnanim bakterii rodu Xanthobacter sp. Py2 vyrostlych na odlisnych substratech: glu-

kose, propylenu a kombinaci propylenu s propynem. Bylo zjisténo, Ze bakterie rostouci
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pouze Vv prostiedi glukosy nedisponuji katabolickym enzymem alken monooxigenasou a
nejsou tak schopny oxidovat chlorované ethyleny. U bakterii rostoucich v pfitomnosti
kombinovaného substratu obsahujiciho propylen a propyn, dochazi k selektivni inaktivaci
enzymu alken monooxigenasy propynem, a tim je znemoznéna oxidace chlorovanych ethy-
lenti. Pouze bakterie rostouci na propylenu jako jejich jediného zdroje uhliku a energie jsou

schopné do ur¢ité miry degradovat nékteré z chlorovanych ethylenti [34].

3.3 Ethen jako primarni substrat pro kooxidaci vinylchloridu a cis-1,2-

dichlorethylenu

Tato studie zkoumala konsorcium bakterii metabolizujici ethen jako jediny zdroj uhliku a
energie, které kometabolizuje a kompletné dehalogenuje cis-1,2-dichlorethylen a
vinylchlorid [42]. Jiz v ptedeslych studiich zabyvajicich se kometabolickou degradaci
téchto chlorovanych uhlovodiki bylo prokazano, ze nékteré bakteridlni kmeny jsou
methanotrofni bakterie Methylosinus trichosporium OB3b kooxiduje TCE a nize
chlorované ethyleny [43, 44, 45, 46]. Bakterie vyuzivajici izopren, Alcaligenes
denitrificans ssp. xylosoxidans JE 75 a Rhodococcus erythropolis JE 77, kometabolizuji
trichlorethylen, dichlorethyleny a vinylchlorid [47]. Amoniak oxidujici bakterie, naptiklad
Nitrosomonas europa, rovnéz kooxiduje né€kolik chlorovanych ethylend prostiednictvim
enzymu amoniak monooxigenasy [48]. Ve studiich zabyvajicich se ulohou primarnich sub-
stratli v pribéhu kometabolické degradace chlorovanych uhlovodikd bylo zjisténo, ze
aplikace primarnich substratd: methanu, izoprenu a amoniaku, bézné slouzicich pro
navozeni tvorby katabolickych enzymu, nezbytnych pro zahajeni kometabolické degradace
téchto latek, ma fadu nevyhod pro dlouhodobé technické aplikace [43, 44, 45, 46, 47, 48,
49, 50, 51]. Zejména, je to postupné se snizujici G¢innost biodegradaci v duasledku
kontaminace mikroorganismy, které nekometabolizuji chlorované ethyleny. Proto,
napiiklad izopren neni nejvhodnéjSim primarnim substratem pro dlouhodobé trvajici
biodegradace, u kterych mtize dochazet k nadmérnému riistu mikroorganismd, které jsou
kometabolicky inaktivni proti chlorovanym ethylenim [52]. Dalsi nevyhodou pfi aplikaci
téchto primarnich substratii jsou ¢asto se vyskytujici inaktivace bunéénych proteind vysoce
reaktivnimi metability [53]. Za ucelem vyhnout se témto nevyhodam byl jako alternitivni

primarni substrat vytipovan ethen, ktery by mél slouzit jako zdroj uhliku a energie, donor
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elekronti a induktor vhodnych oxigenas. Ethen je strukturné velmi blizky chlorovanym

ethylentim, diky ¢emuz autofi ¢lanku o¢ekavali, ze bude snadno oxidovan [42].

3.3.1 Izolace smésné bakterialni kultury K20

Smésna bakterialni kultura K20, obsahujici tyto kmeny bakterii: Mycobacterium strain K1,
Mycobacterium strain K2, Corynebacterium strain K3, Proteobacterium strain K4 a
Proteobacterium strain K5, byla =ziskdna z Cistirny odpadnich vod v Némecku.
Mikroorganismy byly kultivovany v mineralnim médiu doplnéném o ethen 13 az 90 ml (3
az 20% v/v), ktery byl pouZit jako jediny zdroj uhliku a energie. Inkubace probihala v 500
ml Erlenmeyerovych baikach, utésnénych teflonovymi septy. Kazda ztéchto banck
obsahovala 50 ml jiz zminéného mineralniho média s ethenem. Barnky byly umistény na
rotacni tiepacce a protiepavany pii 30°C. Po dosazeni pozadované optické hustoty bunécné
suspenze Vv mineralnim médiu, byly mikroorganismy pieockovany na mineralni Zivné
agary a pozd¢ji pouzivany jako tzv. klidové bunky pii degradacnich pokusech cis-1,2-
dichlorethylenu a vinylchloridu [42].

3.3.2 Experimentilni pokusy

Experimentalni pokusy byly zaméfeny na kometabolické degradace cis-1,2-
dichlorethylenu a vinychloridu smésnou bakterialni kulturou K20, na moznou inhibici
oxidace cDCE v prostiedi perchlorethylenu a trichlorethylenu a na pfezivani bun¢k b&hem
degradace cDCE. Vsechny vzorky chlorovanych ethyleni a ethenu byly odebirany
plynotésnym dévkovadem z plynné faze Erlenmeyerovych banck (headspace metoda).
Jejich zbytkova koncentrace byla stanovena na plynovém chromatografu. Pro stanoveni
cis-1,2-dichlorethylenu, vinylchloridu a ethenu byl pouzit FID detektor. Perchlorethylen a
trychlorethylen byly stanoveny pomoci ECD detektoru. Uvolnéni chloridi pii

kometabolické degradaci cDCE bylo stanoveno iontoveé-selektivni elektrodou [42].

Kometabolicka degradace 1,2-cis-dichlorethylenu

100 ml Erlenmeyerovy baiiky obsahovaly 8 ml mineralniho média, 0,3 ml bakterialni
suspenze klidovych bun&k vyrostlych na ethenu a 1,2 mmol.I* (116 mg.l™") cis-1,2-
dichlorethylenu. Koncentrace cDCE v kapalné fazi ¢inila 400 pmol.1™ (38 mg.I™). 4,6 ml
ethenu (5% v/v) bylo pridano plynotésnym davkovacem. Koncentrace ethenu Vv kapalné

fazi byla 250 pmol.I"* (7 mg.I™"). pH bylo upraveno na 6,5 a baiiky byly protiepavany pfi
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30°C. Vzorky plynné faze byly odebirany periodicky po dobu 70 hodin. Cely pribéh

experimentalniho pokusu je znazornén na Obr. 12 [42].
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Obr. 12. Kooxidace cDCE smésnou bakterialni kulturou K20 v pfitomnsti ethenu [42]

Z Obr. 12 1ze odecist, ze ethen byl spotifebovan za necelych 60 hodin (m). Po 70 hodinach
doslo k odstrangni 1,1 mmol.I"* (106,6 mg.I™") 1,2-cis-dichlorethylenu (®), coz &ini zhruba
91,90% z jeho ptivodni koncetrace. Srafovana oblast znarofiuje Easovy interval ve kterém
probihala soub&ézna degradace ethenu (substratu) a c¢cDCE (kosubstratu). Koncentrace
chloridt (o) byla urena iontové-selektivni elektrodou a po 70 hodinach ¢inila zhruba 2,2
mmol.I"* (78 mg.I™). Rast bungk (A) byl sledovan spektrofotometricky pii vinové délce
546 nm. Pocatedni biomasa byla stanovena na 16 mg.I"™" a koneéna (po 70 hodinach) na 165

mg.I" [42].

Kometabolicka degradace vinylchloridu

100 ml Erlenmeyerovy banky obsahovaly 8 ml minerdlniho média, 0,3 ml bakteridlni
suspenze klidovych bungk vyrostlych na ethenu a 1,8 mmol.I* (112 mg.I™) vinylchloridu.
Koncentrace vinylchloridu v kapalné fazi ¢inila 100 pmol.I* (6,25 mg.I™%). 3,9 ml ethenu
(4,2% viv) bylo ptidano plynotésnym davkovacem. Koncentrace ethenu Vv kapalné fazi
byla 200 pmoll® (5,61 mg.l?) [42]. Dal§i parametry a rovn&z postup tohoto
experimentalniho pokusu byl totozny s pokusem na kometabolickou degradaci cis-1,2-

dichlorethylenu a jeho pribéh je znazornén na Obr. 13 [42].
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Obr. 13. Kooxidace VC smésnou bakterialni kulturou K20 v ptitomnosti ethenu [42]

Z Obr. 13 je patrné, Ze ethen byl spotifebovan po 60 hodinach od zahajeni pokusu (m). Po
70 hodinach doglo k odstransni 1,2 mmol1™ (75 mg.I"") vinylchloridu, coZ &ni zhruba
67%-tni ubytek z jeho plivodni koncetrace. Rist bunck (A) byl monitorovan
spektrofotometricky o vlnové délce 546 nm. Pocatecni biomasa byla stanovena na 15

mg.I™ a kone¢na &inila 152 mg.I™ [42].

Inhibice oxidace 1,2-cis-dichlorethylenu v prostitedi perchlorethylenu a

trichlorethylenu

Za Ucelem provefit vliv perchlorethylenu a trichlorethylenu na kometabolickou degradaci
cis-1,2-dichlorethylenu, byly provedeny pokusy v 100 ml Erlenmeyerovych bankach
obsahujicich 12 ml suspenze klidovych bungk vyrostlych na ethenu, 200 umol.I"* (19,39
mg.I"") ¢cDCE a (5, 50, 100 pmol.I"") perchlorethylenu a trichlorethylenu, tj. (0,83; 8,3:
16,58 mg.I"") pro perchlorethylen a (0,66; 6,6; 13,14 mg.I"") pro trichlorethylen. Zadna
vyznamna inaktivace degradace cDCE perchlorethylenem ¢i trichlorethylenem nebyla
pozorovana. Degradace cDCE probihala v rozmezi od 0,22 do 0,28 pmol.min“l.l'1 (21,33 -
27,15 pg.min™.I"") nezavisle na pitomnosti & absenci PCE a TCE [42].
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Vliv cis-1,2-dichlorethylenu na aktivitu a Zivotaschopnost smésné bakterialni

suspenze K20

Byl posuzovan vliv cis-1,2-dichlorethylenu na aktivitu a zivotaschopnost bunék smésné
bakterialni suspenze K20. Bunky vyrostlé na ethenu byly promyty, nasledné resuspendo-
vany v1 ml 50 mmol.1" fosfatovém pufru a inkubovany ve vialkich o objemu 10 ml.
¢DCE byl pfidan o koncentraci 50 pmol.I" (4,85 mg.I™) a jeho ubytek byl monitorovan
plynovou chromatografii. Po kazdém odstranéni zhruba 85% cDCE, bylo pfidano dalSich
50 umol.l'1 cDCE a takovy piidavek se opakoval jesté dvakrat. Pred pfidanim kazdé dalsi
davky cDCE byly odebrany vzorky, které byly po sérii desetinnych fedéni vyockovany na
mineralni agary. Inkubace probihala 7 dni pfi teplot¢ 30°C. Po této dob¢ byla zkoumana
zivotaschopnost buné¢k prepocitanim kolonii tvoficich jednotky (KTJ). Pokus je zndrodnén

na Obr. 14 [42].
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Obr. 14. Schopnost piezivani bunék v pfitomnosti

cDCE [42]

Horni Sipky na Obr. 14 znazoriuji ptidavky cis-1,2-dichlorethylenu a dolni Sipky vyznacu-
ji doby, kdy byly odebirany vzorky pro urceni zivotaschopnosti bun¢k. Z obrazku je patr-
né, 7e bdhem pokusti se mnozstvi KTJ pohybovalo mezi 5 — 6.10° mI™. U péti riiznych

kmenii smésné bakterialni suspenze nebyly pozorovany zadné vyrazné zmény v mnozstvi
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prezivani bunck. Aktivita smésné bunécné kultury K20 byla v pribéhu prvnich 180 minut

experimentu stabilni. V dal$im pribéhu doslo k mirnému snizeni aktivity bunék [42].

Zaverem lze tici, ze se ethen ukazal jako vhodny primarni substrat pro kometabolické de-
gradace chlorovanych uhlovodiki. Pokusy na kometabolickou degradaci cis-1,2-
dichlorethylenu a vinylchloridu v prostfedi ethenu prokazaly jejich vysoké procento od-
stranéni. V priibéhu 70 hodin bylo z po&ateénich116 mg.I* ¢cDCE odstranéno 106,6 mg.1™,
coz ¢ini zhruba 91,90%. Vinylchlorid byl odstranénn z 67%, pfizemz z jeho plvodni

koncentrace 112 mg.I™? zistalo nerozlozeno 37 mg.I™ [42].

3.4 Degradace 1,1-dichlorethylenu bakterii Alcaligenes sp. izolovanou z

aktivovaného kalu

I ptesto, ze je tato diplomova prace zaméfena zejména na kometabolické degradace dichlo-
rethylend, je tfeba brat v iivahu 1 jiné cesty biologického odstranéni téchto latek z zivotniho
prosttedi. Zvlasté pak, pokud 1,1-dichlorethylen podléha kometabolické degradaci jen
S obtizemi a jeho procento odstranéni timto zptisobem byva ¢asto nedostacujici. Tento pro-
blém muze byt potencidln¢ vyfesen bioremediacemi s aplikaci bakterii, které jsou schopné
oxidovat 1,1-dichlorethylen metabolicky. Bakterialni kmen D-B zkoumany v této praci,
byl izolovany z aktivovaného kalu a pozdé&ji na zaklad¢é biochemického testu identifikovan
jako gramnegativni bakterie Alcaligenes sp., ktera mize rust na 1,1-dichlorethylenu jako

jediném zdroji uhliku a energie [32].

3.4.1 Aklimatizace kalu

Do 0,7 1 lahvi obsahujicich 250 ml mineralniho média bylo asepticky pfidano 400 ml akti-
vovaného kalu odebran¢ho ze sekundarni sedimentacni nadrze v Cistirné odpadnich vod
v Ciné a byl piidan 1,1-dichlorethylen. Inkubace probihala pii 35°C. Vstupni koncentrace
1,1-dichlorethylenu byly postupné navySovany od 10 do 300 pg.I™ [32].

3.4.2 lzolace a identifikace bakterie Alcaligenes sp.

Z mineralniho média obsahujiciho 20 mg.1™* 1,1-dichlorethylenu, byly ziskany bakterialni
kmeny, a to metodou desetinného fedéni s naslednym pieockovanim na zivné pudy. Po 48
hodinové inkubaci pii 32°C byly nejlépe vyrostlé kolonie bakterii mikroskopicky zkouma-

wewr

terie Alcaligenes sp. [32].
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3.4.3 Degradace 1,1-dichlorethylenu (davkova studie)

Do pokusnych nadob obsahujicich mineralni médium s bakterialni suspenzi byly nadavko-
vany rizné vstupni koncentrace 1,1-dichlorethylenu. Ptipravené nadoby byly umistény na
rotaéni tfepacce a neustale protiepavany pii 32°C. Vzorky kapalné faze byly periodicky
odebirany po dobu 24 hodin, extrahovany v hexanu a analyzovany plynovou chromatogra-
fii [32, 54]. Vysledky studii jsou uvedeny v Tab. 3. [32].

Tab. 3. Vliv poc¢ate¢ni koncentrace 1,1DCE na jeho odstranéni bakterii Alcali-

genes sp. [32]

Pocatecni koncentrace 1,1DCE [mg.l'l] 0,15 0,30 0,70 1,20
Odstranéni 1,1DCE [%)] 78,98 85,32 53,17 52,16

Vysledky ukazuji, ze bakterie Alcaligenes sp. je schopna metabolicky degradovat 1,1-
dichlorethylen. K nejvyraznéjsimu procentualnimu odstranéni 1,1DCE (85,32%) doslo pii
jeho vstupni koncentraci 0,3 mg.I"". P¥i dalgim navysSovani vstupnich koncentraci 1,1DCE

nad 0,3 mg.I™, dochazelo k postupnému sniZovani procentualniho odstrandni [32].

3.5 Kometabolicka degradace cis-1,2-dichlorethylenu bakteriemi vyuzi-

vajici vinylchlorid jako primarni substrat

Vzhledem k tomu, ze cDCE je nejéastéji vznikajici dcefiny meziprodukt procesu anaerobni
dehalogenace a vinylchlorid je naopak prokazany karcinogen pro ¢loveéka, problematika
odstranéni téchto latek z postizenych lokalit je velmi vyznamna. B&hem rtiznych studii
zabyvajicich se problematikou biologického odstranéni téchto latek, bylo popsano nékolik
moznych zplsobt, jak lze cDCE a vinylchlorid odstranit s vyuzitim nékterych druhd bak-
terii. Napfiklad, methan vznikajici za anaerobnich podminek a migrujici spolu s dcefinymi
meziprodukty reduktivni dehalogenace (perchlorethylenu a trichloretylenu) do aerobniho
prostiedi, muze slouzit jako primarni substrat pro kometabolickou degradaci vinylchloridu
a cDCE. Vinylchlorid a cDCE jsou za téchto podminek odbouravany nékterymi methano-
trofnimi bakteriemi, mezi které se fadi Methylosinus trichosporium OB3b a jiné [55].
Ethen a ethan, jez vznikaji pfi anaerobni dehalogenace vinylchloridu, mohou slouzit jako
primarni substraty pro kometabolickou degradaci cDCE bakterii Polaromonas sp. JS666.
Stejna studie se zmifuje i o tom, ze bakterie Polaromonas sp. JS666 je schopna do uréité

miry degradovat cDCE metabolicky [56]. Primarni substraty ethen a ethan mohou rovnéz
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slouzit pro kometabolickou degradaci vinylchloridu bakteriemi Pseudomonas sp. EAL a
Pseudomonas aeruginosa DL1 [57, 58]. Vinylchlorid mtze také slouzit jako ristovy sub-
strat pro nékteré aerobni mikroorganismy. Jednou z takovych bakterii, ktera vyuziva vi-
nylchlorid jako rastovy substrat je, Pseudomonas aeruginosa MF1 [31, 59]. Velmi zajima-
vou moznosti pro odstranéni cDCE se jevi jeho kometabolicka degradace mikroorganismy,
které jsou schopny vyuzivat vinylchlorid jako primérni substrat pro navozeni katabolic-
kych enzymu, nezbytnych pro zahajeni degradace cDCE. Mycobacterium aurum L1 byla

prvni popsanou bakterii vyuzivajici vinylchlorid a kometabolizujici cDCE [60].

3.5.1 Aerobni metabolismus vinylchloridu bakterii Mycobacterium aurum L1

Autofi prace se zminuji o vzniku vinylchloridu v podzemnich vodach, kontaminovanych
perchlorethylenem a trichlorethylenem. Uvadéji, ze vinylchlorid vznika v prabéhu reduk-
tivni dechlorace a koncentrace takto vzniklého vinylchlorid byva vyssi nez 1 mg.I™. Autofi
prace dale zduraziuji dilezitost aerobni transformace vinylchloridu v podzemnich vodach,
které jsou jim kontaminovany. Jejich argumentem je skute¢nost, Ze vinylchlorid podléha
reduktivni dechloraci velmi pozvolna a dochazi k jeho akumulacim. Hlavnim cilem autort
tohoto ¢lanku bylo prozkoumat schopnost bakterie Mycobacterium aurum L1 vyuZivat
vinylchlorid jako jediny zdroj energie a uhliku. Déle zkoumali schopnost této bakterie vy-
uzivat vinylchlorid jako primarni substrat pro kometabolickou degradaci trichlorethylenu a
jednotlivych izomert dichlorethylend. Rovnéz popsali pocateéni krok v metabolismu vi-
nylchloridu touto bakterii. Uvadgji, Ze tento pocatecni krok je katalyzovan enzymem alken
monooxigenasou a dochazi k transformaci vinylchloridu na reaktivni epoxid chloroxiran

[60].

Isolace bakterialniho kmene degradujici vinylchlorid

Bakterie Mycobacterium strain L1 byla isolovana z pudy, ktera byla n¢kolik let kontami-

novana vodou s obsahem vinylchloridu [60].
Analytické metody

Koncentrace vinylchloridu, ethenu, epoxyalkani a chlorovanych ethylent byly uréeny ana-

lyzou 100 pl vzorku plynné faze na plynovém chromatografu [60].
Degradacni pokusy

Degradacni pokusy byly provedeny s klidovymi buiikami bakterie Mycobacterium L1,
ktery byly promyty v 50 mM fosfatovém pufru o pH 7. Oxidace chlorovanych ethylenti
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probéhla v lahvich o objemu 300 ml, utésnénych vicky s plynotésnymi septy. Do téchto
lahvi bylo davkovéano 5 pl nékterého z chlorovanych ethylent, 25 nebo 50 ml suspenze

klidovych bun¢k v pufru fosfore¢nanu draselného o pH 7 [60].
Metabolismus vinylchloridu

Bylo zjisténo, ze bunky bakterie Mycobacterium L1, dfive vyrostlé na vinylchloridu, jsou
schopny jej oxidovat pii po&ateéni rychlosti 55 nmol.min™.mg suché hm™. Avsak byla
zjiSténa velmi rychla inaktivace degradace vinylchloridu, ktera byla zapfi¢inéna vzniklym
toxickym metabolitem, ktery se mize akumulovat mimobunééné. NejpatrnéjSim toxickym
metabolitem, ktery vznika v pribéhu transformace vinylchloridu, byl uréen chloroxiran a

nebo produkt jeho pfesmyku, chloracetaldehyd [60].

H ad 0, HO H 0 cl
N / a 1 N NS
- %— E—0¢
/ N / \
H H NADH NAD H H

Obr. 15. Pocate¢ni krok metabolismu VC bakterii M. aurum L1 [60]

Oxidace chlorovanych ethylent bakterii Mycobacterium aurum L1

Béhem pokust na oxidaci chlorovanych ethylenti bakterii M. aurum L1, vyrostlou na vi-
nylchloridu, bylo zjiSténo, Ze jednotlivé dichlorethyleny jsou oxidovany v podobném roz-
sahu jako vinylchlorid. Trichlorethylen naopak nepodléhal oxidaci vibec. Vysledky
Z téchto pokusu jsou shrnuty v Tab. 4. [60]. Trichlorethylen a jednotlivé dichlorethyleny
byly rovnéz testovany jako ristové substraty. V pribéhu téchto pokusi vSak nedoSlo

k vyraznéjsi degradaci substratu ¢i tvorbé oxidu uhli¢itého [60].

Tab. 4. Pocate¢ni rychlost oxidace chlorovanych ethylent bakterii M. aurum L1 [60]

Substrat Vstupni kon_fentrace POéiillteél_li _ll'ychlost oyfidac_f

[mg.I"] [pug. . min~".mg suché hm™]
Vinylchlorid 22,57 3,547
1,1-dichlorethylen 16,00 0,966
Cis-1,2-dichlorethylen 83,37 2,908
Trans-1,2-dichlorethylen 41,20 2,434
Trichlorethylen 42,04 <0,131
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3.5.2 Kometabolicka degradace cis-1,2-dichlorethylenu bakteridlnimi kulturami

vyrostlymi na vinylchloridu

Primarnim cilem autort této prace, bylo provéfit schopnost mikrobialnich kultur, vyrost-
Iych na vinylchloridu, transformovat cis-1,2-dichlorethylen, trans-1,2-dichlorethylen, 1,1-
dichlorethylen a trichlorethylen. Autofi ¢lanku pracovali se smésnou kulturou bakterii vy-
rostlych na vinylchloridu a s bakterii Pseudomonas aeruginosa MF1, ktera byla isolova-
na z diive zminéné smésné kultury. Chlorované ethyleny, které byly podrobeny degradac-

nim pokustim, slouzily bud’ jako ristovy, nebo nertstovy substrat [31].
Chemikalie

Vinylchlorid (95% distota a s obsahem mén¢ nez 0,5% fenolu pro inhibici polymerizace),

cDCE (97%), tDCE (98%), 1,1-DCE (99%) a TCE (99,5%) [31].
Analytické metody

Pro zjisténi ubytku vinylchloridu, jednotlivych dichlorethylent a trichlorethylenu béhem
degradac¢nich pokusti bylo odebirano 100 ml plynné faze z pokusnych lahvi a analyzovano

pomoci plynové chromatografie [31].
Degradac¢ni pokusy se smésnou kulturou mikroorganismii

Smésna kultura mikroorganismu byla udrzovana v ptitomnosti vinylchloridu, jako jediného
zdroje uhliku a energie po dobu tfi let pfed samotnymi pokusy. Pii testech degradace bylo
do lahvi 0 objemu 160 ml davkovano mineralni médium, suspenze klidovych bun¢k a né-
ktery ze zkoumanych chlorovanych ethylenti o celkovém objemu vzorku 100 ml (pfesné
davkovani jednotlivych sloZek neni autory uvedeno). Chlorované ethyleny byly davkovéany

bud’ samostatné, nebo soucasné s ptidavkem vinylchloridu [31].

Prvni série pokusl probihala v pfitomnosti pouze nékterého z chlorovanych ethyleni. Au-
tofi prace se zamé&fili hlavné na pokusy s cDCE, které popsali podrobnéji. Do pokusnych
lahvi obsahujicich mineralni médium a suspenzi klidovych bunék bylo nadavkovano 200
uM cDCE (19,39 mg.I™). Bylo zjisténo, e bakterie smé&sného konsorcia zap¥i¢inily uplné
odstranéni cDCE béhem tii dnti. OvSem dalsi ptidavek o koncentraci 220 uM c¢DCE (21,33
mg.l"1) jiz tyta kultura nebyla schopna kompletné odstranit, a to ani po dvanacti dnech od
tohoto pridavku. Béhem téchto pokusi bylo prokazano, ze dochazi k tvorbé ¢cDCE epoxi-
da, které pravdépodobné zptisobily inhibici degradace. Stejny pokus, av§ak s vyrazné nizsi

vstupni koncentraci (0,12 mg.I%), byl proveden s tDCE. Bshem tohoto pokusu doglo
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K Gplnému odstranéni tDCE v prub&hu péti dnd. Naopak, pti pokusech s 1,1DCE (12,60
mg.I") a TCE (22,34 mg.I"™"), nedoslo k zadnym degradacim [31].

Druhé sérii pokust byla zaméiena pouze na biodegradace cDCE a tDCE. Do pokusnych
lahvi byl krom¢ nékterého z dichlorethylent ptidan i vinylchlorid, ktery slouzil jako rasto-
vy substrat. Pokus na degradaci cDCE probihal 85 dni a béhem této doby doslo k opakova-
nému piidavku 0,2 az 0,3 mM cDCE (19,34 - 29,08 mg.l'l) a 1,3 mM vinylchloridu (83,85
mg.I"™"). Smésna bakterialni kultura byla schopna po celou dobu (85 dni) odstranit vzdy
noveé piidanou davku vinylchloridu i cDCE. Pokus s tDCE probihal po dobu 24 dnii a opét
doslo k opakovanému pridavku zhruba 2,8 pM tDCE (0,27 mg.I™") a 200 uM vinylchloridu
(12,90 mg.I"). Rovnéz i v tomto piipade byla smésna bakterialni kultura schopna odstranit

nov¢é piidavky vinylchloridu a tDCE [31].
Degradacni pokusy s bakterii Pseudomonas aeruginosa MF1

Bakterie Pseudomonas aeruginosa MF1 byla izolovana z diive popsané smésné kultury
vyrostlé na vinylchloridu. Takto ziskana bakterie byla nasledné kultivovana po dobu 140
dni v reaktoru s obsahem vinylchloridu, ktery obsahoval stopové mnozstvi fenolu. Avsak
podle autortd této studie bakterie Pseudomonas aeruginosa MF1 nedokaze vyuzivat fenol
jako jediny zdroj energie a uhliku. Po odstranéni vinylchloridu z reaktoru, byly odebrany
vzorky suspese o objemu 25 ml a davkovany do 70 ml pokusnych lahvi. Autofi ¢lanku opét
neudavaji pfesné objemy mineralniho média a testovanych latek, které davkovali pro pfti-
pravu degradacnich pokust. Byly provedeny dvé série pokusii na degradaci chlorovanych
ethylenll. V prvni sérii pokusti byly davkovany chlorované ethyleny jako riistové substraty
a ve druhé sérii pokust byl kromé chlorovanych ethylend pfidan i vinylchlorid. Autofi pra-
ce uvadeji vysledky degradaci v podobé transformacnich kapacit uvedené kultury pro tes-

tované latky [31].

Pokus na kometabolickou degradaci cDCE probihal po dobu 12 dnt. Byly testovany rizné
vstupni koncentrace v rozmezi 25 az 150 uM (2,42 - 14,5 mg.I™"). Bakterie Pseudomonas
aeruginosa MF1 byla schopna rozlozit vSechen ¢cDCE az do jeho vstupni koncentrace 120
uM (11,63 mg.l'l). Kone¢né mnozstvi cDCE, které je kometabolizovano po jedné enzymo-
vé indukei, uvadi tzv. transformacni kapacita, Tepce = 0,82 + 0,06 pmol ¢cDCE.mg TSS™.
Dalsi pokusy na kometabolickou degradaci byly provedeny pro trans-1,2-dichlorethylen o
vstupnich koncentracich v rozmezi od 0,01 do 8,73 mg.l'l, 1,1-dichlorethylen (0,48 — 1,94

mg.I"™") a trichlorethylen (0,66 — 1,58 mg.I™). Bakterie Pseudomonas aeruginosa MF1 ne-
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projevila Zzadnou kometabolickou aktivitu béhem degrada¢nich pokusi s tDCE a TCE. Ma-
la aktivita byla pozorovana béhem pokusu zaméteného na degradaci 1,1DCE, kde hodnota
transformacni kapacity (T11pce) dosahla jen 2.10°umol 1,1DCE.mg TSS™ [31].

Experimentalni pokusy s rustovym substratem (vinylchloridem) byly zaméfeny na degra-
daci cDCE. Byly provedeny tfi pokusy s riznym davkovanim vinylchloridu a cDCE. Prvni
pokus byl proveden s piebytkem vinylchloridu (60 uM vinylchloridu a 6 uM cDCE).
V druhém pokusu byly ob¢ latky v rovnovaze (6 uM pro ob¢ latky) a tieti pokus byl pro-
veden s piebytkem ¢cDCE (6 uM vinylchlorid, 30 uM c¢cDCE). Ve vSech tiech piipadech
doslo nejprve ke spottebovani vinylchloridu pfed zahdjenim vlastni degradace cDCE. Vys-
zahajeni degradace cDCE probéhlo rychleji [31].
Diskuse k vysledkim

Vysledky této prace jasné prokazuji schopnost mikroorganismt, vyrostlych na vinylchlori-
du, kometabolicky degradovat cis-1,2-dichlorethylen, pti¢emz vinylchlorid slouzi jako
primarni substrat pro navozeni tvorby katabolickych enzymu. Bakterie Pseudomonas ae-
ruginosa MF1, stejné jako vyse popsana bakterie M. aurum L1, vyuziva enzym alken mo-

nooxigenasu pro zahajeni metabolismu vinylchloridu [31].
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4 MATERIALY A METODY MERENI

4.1 Materialy

Cis-1,2-dichlorethylen o Cistoté 99,1% a trans-1,2-dichlorethylen o cistoté 99,7% byly do-
dany firmou Fluka Analytical a 1,1-dichlorethylen o cistot¢ 99,9% byl dodan firmou
SUPELCO. Ostatni chemikalie, které byly pouzity v experimentalnich pokusech, byly vy-
robeny v tfid¢ p.a. a dodany béznymi dodavateli chemikalii.

4.1.1 Chemikalie pro pripravu standardnich roztoki jednotlivych dichlorethylent

Metanol, cis-1,2-dichlorethylen  99,1%, trans-1,2-dichlorethylen 99,7% a 1,1-
dichlorethylen 99,9%.

4.1.2 Chemikalie pro pripravu mineralnich médii (MM)

MM s obsahem laktditu sodného (MML, v g.I™, neni-li uvedeno jinak):

NH,CI 0,3; MgS0,4.7H,0 0,1; Fe(NH,)2.(SO4)2.6H,0 0,03; CaCl,.2H,0 0,01; NaCl 0,5;
laktat sodny (10% roztok) 1 ml; roztok stopovych prvkt 1 ml; fosfatovy pufr
(Na;HPO,.12H,0 1,91; KH,PO, 0,18) 1000 ml.

Bezchloridové MM (BMM, v g.I™", neni-li uvedeno jinak):

(NH4)2S04 0,37; Fe(NH4)2.(SO4)2.6H,0 0,03; MgSO,4.7H,0 0,1; Ca(NO3),.4H,0 0,016;

NaNOs 0,05; roztok stopovych prvkl 1 ml; fosfatovy pufr 1000 ml.

4.1.3 Pro pripravu Zivnych piid, degradaénich pokusi, pokusii na prezivani bunék,
a stanoveni chloridi

Pro pripravu zivnych piid.

Tryptone Yeast extract Agar (21 g.I™); destilovana voda a fenol (10 g.I™).

Pro degradacni pokusy a pokusy na prezivani bunék:

MML; destilovana voda; fenol (50 g.I™"); fyziologicky roztok; mikrobilni kultura Coma-
monas testosteroni RF2; neznamé mikrobialni konsorcium VMZ; metanolické roztoky
cDCE (192,6 mg.I™"; 204,5 mg.I™; 2,45 g.I™"); tDCE (192,7 mg.I':; 1927 mg.I™"); 1,1DCE
(190 mg.I™*; 192,2 mg.I"™"; 1900 mg.I™) a vodny roztok TCE (1,1 g.1™).
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Pro stanoveni chloridii:

BMM, destilovana voda, fenol (50 g.I™"), fyziologicky roztok, mikrobialni kultura Coma-
monas testosteroni RF2 metanolicky roztok ¢cDCE (192,6 mg.1™).

4.1.4 Bakterialni kultury

V praci byla pouzita bakterialni kultura Comamonas testosteroni RF2, ziskana na FT UTB
v pritbéhu predchozich DP (DP Vit) a ulozena na UIOZP v mrazicim boxu v glycerolu pii -
80°C.

Byla téZ pouzita smésna bakteridlni kultura VMZ, ziskana v pribéhu této DP.
4.2 Metody méreni

4.2.1 Metodika méreni na plynovém chromatografu HEWLETT PACKARD 5890
SERIES Il s koncentratorem TECKMAR LSC 2000

Kapalné vzorky 0 objemu 5 ml, jez byly uréeny pro zhotoveni kalibra¢nich kiivek a stano-
veni vstupnich a zbytkovych koncentraci dichlorethylenii a trichloretylenu, byly podrobeny
analyze plynovou chromatografii. Pro analyzu téchto vzorkl byl vyuzivan plynovy chro-
matograf HEWLETT PACKARD 5890 SERIES Il s naslednym vybavenim: kapilarni ko-
lona QUADREX (stacionarni faze — Methyl Pehynyl Cyanopropyl Silicone) délka 30 m,
vnitini pramér 530 pm, tloustka filmu 3 pm; koncentrator TECKMAR LSC 2000; dvouli-
niovy integrator HEWLETT PACKARD 3396; detektor elektronového zachytu (ECD).

Koncentrator TECKMAR LSC 2000 je fizen mikroprocesorem a prochdzi automaticky
jednotlivymi kroky. Je pfipojen k tlakové lahvi s inertnim plynem (dusikem), ktery je sou-
Casné stripovacim i nosnym plynem a je propojen pomoci vyhitivaci trubice s kolonou ply-
nového chromatografu. Operacni systém koncentratoru prochdzi postupnymi kroky:
STANDBY; PURGE READY; PURGE; DESORB READY; DESORB PREHEAT;
DESORB; INJECT; BAKE [61].

Pied samotnym méfenim byly nastaveny parametry pro plynovy chromatograf HP 5890
SERIES II; integrator HP 3396 SERIES II; koncentrator TECKMAR LSC 2000. Tyto pa-

rametry jsou uvedeny niZe a byly neménné pro vSechny experimentalni pokusy.
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Nastaveni parametrii plynového chromatografu HP 5890 SERIES II:

OVEN TEMP 35 °C; INIT VALUE 35 °C; INIT TIME 10 min; RATE 4 DEG/min; FINAL
TEMP 150 °C; FINAL VALUE 150; FINAL TIME 5,00; INJ A TEMP OFF; INJ B TEMP
OFF; DET A TEMP OFF; DET B TEMP 250 °C; DET A (FID) OFF; DET B (ECD) ON.

Nastaveni parametrii integratoru HP 3396 SERIES 11:

[ZERO] 5 — nastaveni pozice chromatografické zakladni linie na papiru. [ATT2] 7 — nasta-
veni citlivosti zaznamu. [CHT SP] 0.3 — definice rychlosti papiru. [AR REJ] 80000 - defi-
nice minimalni plochy pro zaznam peakti. [THRSH] 2 — definice minimalni Sitky pro de-
tekci peak. [PKWD] 0.04 — nastaveni oc¢ekavané Sitky peakti na hodnotu optimalni pro

kvantifikaci.
Nastaveni parametrii koncentratoru TECKMAR LSC 2000:

STANDBY 35 °C; PURGE 11 min; DRY PURGE 4 min; DESORB PREAHEAT 245 °C;
DESORB 4 min 250 °C; BAKE 4 min 260 °C; AUTO DRAIN ON; VALVE 150 °C; LINE
150 °C.

4.2.2 Priprava standardnich roztoki dichlorethylenii a smésného vzorku s trichlore-

thylenem

Nejprve byly piipraveny zasobni roztoky dichlorethylend o koncentraci 20 g.l'l. Ziedénim
téchto roztokti metanolem (10x; 100x) byly ziskany standardni roztoky o koncentracich 2
g.I" a 200 mg.I"". Vsechny roztoky byly pripraveny ve vialkach opatfenych specialnimi
uzaveéry ON/OFF a plynotésnymi septy. Tyto vialky byly dodany firmou SUPELCO.

Do vialek uréenych pro ptipravu zasobnich roztokt byly pipetovany 2 ml metanolu. Napi-
petované mnozstvi metanolu, bylo zvdzeno na analytickych vahach Sartorius. Po zvazeni
hmotnosti metanolu, bylo pomoci plynotésného davkovace (HAMILTON — BONADUZ,
Switzerland) ptidano 32 pl cis-1,2.dichlorethylenu a tento pfidavek byl opét zvazen. Ze
ziskanych dat byla vypoctena skutecnéd koncentrace cDCE v zdsobnim roztoku. Standardni
roztok cDCE o koncentraci 200 mg.I™ byl pripraven pridavkem 0,02 ml zasobniho roztoku
do 1,98 ml metanolu, respektive ptidavkem 0,2 ml zédsobniho roztoku do 1,8 ml metanolu

pro standardni roztok cDCE o koncentraci 2 g.I"™.

Standardni roztoky trans-1,2-dichlorethylenu a 1,1-dichlorethylenu byly ziskany identic-

kym zpusobem. Pro piipravu smésného standardu dichlorethylend s trichloretylenem byl
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pouzit standardni roztok cDCE (204,5 mg.1™"), zasobni roztoky tDCE a 1,1DCE (2 g.I"") a
vodny roztok TCE (1,1 g.I™).

4.2.3 Zhotoveni kalibra¢nich krivek

Pro zhotoveni kalibracnich kiivek bylo pomoci plynotésného davkovace davkovano 5 ml
kapalnych vzorkti do koncentratoru TECKMAR LSC 2000, propojené¢ho s plynovym
chromatogramem HEWLETT PACKARD 5890 SERIES II. Jednotlivé vzorky obsahovaly
5 ml pievafené destilované vody a ruzné objemové mnozstvi dichlorethylenu (V = 0,5; 1;
2; 4 ul). Timto bylo dosazeno roztoki o riiznych koncentracich (c = 20; 40; 80; 160 pg.I™),
respektive (¢ = 200; 400; 800; 1600 pg.1™). Pro kazdou koncentraci bylo provedeno mini-
malné dvoji méfeni a ze ziskanych vysledkti byly zhotoveny kalibra¢ni kiivky znazornujici
zavislost plochy peaku na koncentraci. Z téchto kfivek byly ode¢teny vhodné vstupni kon-

centrace dichlorethylenti a trichlorethylenu pro degradaéni pokusy.

4.2.4 Sterilizace pokusnych vialek a uzavéri s plynotésnymi septy

Vialky o objemu 40 ml byly sterilizovany v horkovzdus$né troubé MORA pii teploté 180°C
po dobu 3 hodin. Uzavéry s plynotésnymi septy byly sterilizovany UV zafenim
v mikrobiologickém bezpecnostnim boxu Telstar Bio-11-A po dobu 30 minut. Takto vyste-
rilizované vialky a uzévéry s plynotésnymi septy byly pouzivany pro vSechny nize popsané

experimentalni pokusy.

4.2.5 Kometabolicka degradace dichlorethylenii, smésného vzorku s trichlorethyle-

nem a kontrola degradaci téchto latek bez ucasti fenol oxigenasy

Nasledny text popisuje piipravu pokust na kometabolickou degradaci cDCE a kontrolu
degradace cDCE bez ucasti fenol oxigenasy. Ptiprava téchto pokust s tDCE, 1,1DCE a
smésnym Vzorkem obsahujicim jednotlivé dichlorethyleny a trichlorethylen probéhla to-
tozné.

Stanoveni vstupnich koncentraci cDCE:

Do vialek bylo davkovano 10 ml destilované vody, odebrano 70 ul a ptidano 70 ul stan-
dardniho roztoku cDCE. Stanoveni vstupnich koncentraci cDCE probéhlo béhem 24 od
ptipravy vialek. Vstupni koncentrace byly stanoveny pomoci plynové chromatografie a to

davkovanim 5 ml kapalné faze do koncentratoru, s pouZzitim vhodného fedéni.
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Kometabolicka degradace cDCE:

Do vialek bylo davkovano 10 ml MML,; odebrano 100 pl a pfidano 20 pl roztoku fenolu
(50 g.I™); 10 ul bakterialni suspenze obsahujici Comamonas testosteroni RF2 (bakterialni
suspenze RF2) nebo smésné kultury VMZ a 70 ul standardniho roztoku cDCE. VVzorky ve
vialkach byly kultivovany 7 dnii za pravidelného promichavani na tiepacce GFL 320 (100
ot/min, rezim 15 min pohyb/15min klid), pfi teploté 25°C a nasledné analyzovany na ply-
novém chromatografu, stejnym zplisobem jako vzorky pro stanoveni vstupnich koncentraci

cDCE.
Kontrola degradace cDCE:

Do vialek bylo davkovano 10 ml MML; odebrano 80 ul a pfidano 10 pl bakterialni sus-
penze RF2 a 70 pl standardniho roztoku cDCE. Kultivace vzorkl a jejich analyza byla

totozna s pokusy na kometabolickou degradaci.
4.2.6 Ovéreni miry prezivani bunék
Pokusy na ovéfeni miry ptezivani bunék byly provedeny se vSemi dichlorethyleny a se

smésnym vzorkem obsahujicim jednotlivé dichlorethyleny a trichlorethylen. Rovnéz je

uvedena pouze piiprava pokusu s CDCE.
Prezivani bunék ve vialkdach s cDCE:

Do vialek bylo davkovano 10 ml MML; odebrano 100 pl a pfidano 20 pl roztoku fenolu
(50 g.I™), 10 pl bakterialni suspenze RF2 a 70 pl standardniho roztoku ¢cDCE.

Prezivani bunék ve vialkach bez ¢cDCE'

Do vialek bylo davkovano 10 MML; odebrano 30 pl a pfidano 20 pl roztoku fenolu (50
g.I"") a 10 ul bakterialni suspenze RF2.

Vzorky ve vialkach byly kultivovany 7 dni za podminek uvedenych vyse. Po skonceni
doby kultivace bylo z kazdé vialky odebrano po 0,1 ml vzorku, které byly zfedény v sérii
zkumavek s obsahem 0,9 ml fyziologického roztoku tak, aby se dosahlo potiebného ziedé-
ni vzhledem k charakteru kultivace. Z vhodnych zkumavek bylo vyockovano 0,1 ml sus-
pense do misek s predem pfipravenym zivnym agarem. Misky byly kultivovany
v termostatu BT 120 za psychrofilnich podminek po dobu 3 dnil a nasledné byly odecteny

pocty kolonii, z nichz byl pfepocten pocet jednotek tvoticich kolonie (KTJ) v 1 ml vzorku.
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4.2.7 Stanoveni produkce chloridi

Pokus na stanoveni produkce anorganickych chloridii z degradace cis-1,2-dichlorethylenu
probéhl nasledovné: Bylo pfipraveno pét sérii vialek. Prvni série slouzila pro stanoveni
vstupni koncentrace CDCE, jez prob¢hlo do 24 hodin od samotné pfipravy na plynovém
chromatografu. Ostatni série vialek byly kultivovany po dobu sedmi dnt, tak jako
v ptipad¢ degradacnich pokust. V téchto sériich byl zkouman ubytek cDCE (plynovou
chromatografii), dale byla zkoumana spontanni hydrolysa cDCE a produkce chloridi z
rozkladu cDCE na izotachoforetickém analyzatoru EA100. Byla rovné¢Zz zkoumana pfiro-
zena produkce chloridi bunkami, bez pfitomnosti cis-1,2-dichlorethylenu (izotachoforetic-
ky analyzator EA100). Piiprava vialek pro vstupni koncentrace byla totozna jako pro de-

gradacni pokusy (viz. vyse).
Mereni ubytku cDCE a produkce anorganickych chloridii:

Do vialek bylo davkovéano 10 ml BMM, odebrano 110 ul a ptidano 10 pl 10%-tniho rozto-
ku laktatu sodného, 20 pl zasobniho roztoku fenolu (50 g.I"), 10 ul bakterialni suspenze
RF2 a 70 pl standardniho roztoku cDCE (192,6 mg.I™).

Kontrola spontdnni hydrolysy:

Do vialek bylo davkovano 10 ml destilované vody, odebrano 70 ul a pfidano 70 pl stan-
dardniho roztoku ¢cDCE (192,6 mg.I™).

Meéreni prirozené produkce anorganickych chloridii:

Do vialek bylo davkovano 10 ml BMM, odebrano 40 pl a pfidano 10 pl 10%-tniho roztoku
laktatu sodného, 20 ul zasobniho roztoku fenolu (50 g.I™") a 10 pl bakterialni suspenze
RF2.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Vyjadiovani koncentraci dichlorethylenu a trichlorethylenu

Ve vysledcich a diskusich jsou uvadény pojmy jako celkova vstupni koncentrace a koncen-
trace v kapalné fazi. Pro osvétleni, co je mySleno pod témito pojmy, je tieba uvést, ze oba
tyto pojmy znaéi koncentrace dichlorethylenti a trichlorethylenu v pokusnych vialkach.
Pojem celkova vstupni koncentrace znaci takovou koncentraci dichlorethylenu ¢i trichlore-
thylenu, kdyby veskery zistal v kapalné fazi, doslova ,,vSe v kapalné fazi“. Celkova vstup-
ni koncentrace je v diskusich a vysledcich uvadéna pod zkratkou CK. Pod pojmem koncen-
trace v kapalné fazi, je mySlena koncentrace dichlorethylenu ¢i trichlorethylenu ve vodné
fazi, po ustaleni rovnovahy mezi kapalnou a plynnou fazi, a ve vysledcich a diskusich je

uvadéna pod zkratkou KF.

5.2 Experimentalni pokusy s cis-1,2-dichlorethylenem

Kometabolicka degradace cis-1,2-dichlorethylenu

Bakterie Comamonas testosteroni RF2 byla podrobena tiem pokusiim na kometabolickou
degradaci cis-1,2-dichlorethylenu. Ta byla provedena rostoucimi buiikami, které byly kul-
tivovany v mineradlnim médiu s pfidavkem laktatu sodného a fenolu (kazdy substrat 100
mg.I"") a uvedeného ¢DCE. V prvnich dvou pokusech byly pouzity celkové vstupni kon-
centrace 0,960 mg.I" a 1,432 mg.I" ¢cDCE. Vzhledem k dobrym vysledkim, ziskanym
z t&chto pokust, byl proveden tieti pokus o celkové vstupni koncentraci 14,32 mg.I™ cD-
CE. Kromé¢ pokusti na kometabolickou degradaci cDCE bakterii Comamonas testosteroni
RF2, byl proveden pokus s neznamou smésnou kulturou, ktera byla ndhodné ziskana bé-
hem experimentalnich pokusti a byla pojmenovana VMZ. Neznamé bakterialni konsorcium
VMZ bylo testovano na kometabolickou degradaci cDCE o celkové vstupni koncentraci

0,960 mg.I"* postupem identickym jako v piipadé kultury RF2.

Kometabolicka degradace cis-1,2-dichlorethylenu (0,949 mg.I*; 1,424 mg.I*
KF) bakterii RF2 a smésnou kulturou VMZ

Byly piipraveny standardni roztoky cis-1,2-dichlorethylenu o koncentracich 204,5 mg.1™,
2045 mg.I™. Z t&chto roztokd byly zhotoveny kalibra¢ni kiivky zavislosti plochy peaku na
koncentraci cDCE (Obr. 16, Obr. 17). Data naméfena pro zhotoveni kalibra¢nich kiivek

jsou uvedena v Tab. 5, Tab. 6. Na kalibra¢nich kiivkach jsou mimo jiné vyznaceny celkové
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vstupni koncentrace (CK) a koncentrace cDCE v kapalné fazi (KF). Cely pokus sestaval
z 25 pokusnych vialek, pficemz vialky €. 1 — 10 slouzily pro stanoveni vstupnich koncent-
raci cDCE ve vodné fazi a vysledky jsou uvedeny v Tab. 7. Vialky ¢. 11 — 15 byly uréeny
pro kometabolickou degradaci cDCE (0,949 mg.I"* KF) bakterii RF2 a vialky &. 16 — 20
pro kometabolickou degradaci cDCE o stejné vstupni koncentraci Vv kapalné fazi, avsak se
smésnou kulturou VMZ. Vialky €. 21 — 25 byly urceny pro kometabolickou degradaci cD-
CE (1,424 mg.I" KF) bakterii RF2. Ve vialkach & 11 — 25 byl zkouman Gbytek cis-1,2-

dichlorethylenu a vysledky z téchto méfeni jsou uvedeny v Tab. 8, Tab. 9.

Tab. 5. Namétené hodnoty pro kalibraéni kiivku o nizkych
koncentracich cDCE

Cislo méieni
Koncentrace cDCE [ng.1™] Plocha peaku [i.j]
1 2 3
20,451 374050 | 332769 | 443559
40,901 733177| 753501| 740335
81,80(1514418 | 1547242 -
163,6 12940721 | 2899506 | 2923440
3500000
3000000 - y =17671x + 13902
R2=0,9988
2500000 -
‘= 2000000 -
o
'S 1500000 -
o
o
1000000 -
500000 -
0 T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Koncentrace cDCE [pg.I]

Obr. 16. Kalibra¢ni kiivka pro nizké koncentrace cDCE
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Tab. 6. Namétené hodnoty pro kalibra¢ni kiivku o vyssich kon-
centracich cDCE

Cislo méfeni
Koncentrace cDCE [pg.1”] Plocha peaku [i.j]
1 2 3
204,5| 2255878 | 2308345| 2450972
409,0| 4026674 | 4073145| 4059766
818,0] 9436499 | 9105332 | 9199151
1636,0| 17409609 | 17229817 | 17118032
20000000
vstupni koncenrace
18000000 - y = 10564x + 121317 v kapalné fazi
16000000 - R2=0,9966 1,424 mg.It
14000000 - vstupni koncentrace
12000000 - v kapalné fazi
—_ 0,949 mg.I1
.= 10000000 -
< 8000000 -
e
§ 6000000 -
0 4000000 - celkova vstupni celokova vstupni
koncentrace koncentrace
2000000 1 0,960 mg. I 1,432 mg.I't
0 T T T T . T T I. T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Koncentrace cDCE [pg.I'']

Obr. 17. Kalibraéni kiivka pro vyssi koncentrace cDCE

Tab. 7. Vstupni koncentrace cDCE v kapalné fazi pro kometabolickou degradaci

& v Plocha peaku pro cDCE Ev Plocha peaku pro cDCE
e 0,949 mg.I" [i.j.] e 1,424 mg.I™ [ij.]
1 - 6 16800512
2 9600352 7 13692080
3 10262664 8 12922856
4 10354168 9 15049835
5 10374536 10 17358752
0 10147930 0 15164807

Z rovnice regrese uvedené na Obr. 17 byly vypocteny vstupni koncentrace cDCE v kapalné

fazi:
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y =10564x +121317

~ 10147930-121317

1

10564

15164807 -121317

X
2 10564

=0,949mg.I 'cDCE

=1,424mg. 'cDCE

Po stanoveni vstupnich koncentracich cDCE v kapalné fazi byly zkoumany zbytkové kon-

centrace cDCE po probéhlé kometabolické degradaci, a to ve vialkach ¢. 11 - 25. Po sed-

midenni kultivaci vialek byly ziskany vysledky, jez jsou uvedeny v Tab. 8 a Tab. 9.

Tab. 8. Kometabolicka degradace cDCE (0,949 mg.I" KF) bakterii RF2 a smé&snou
kulturou VMZ

% . Koncentrace ¢cDCE po 7 denni kultivaci Odstranéni cDCE
C. vialky 1
[mg.I"] [%0]

RF2 |VMZ RF2 VMZ RF2 VMZ
11 16 0 0 100 100
12 17 0 0 100 100
13 18 0 0 100 100
14 19 0 0 100 100
15 20 0 0 100 100

0 0 0 100 100

Z vysledkt uvedenych v Tab. 8 je patrné, ze bakterie RF2 i neznama smésna bakterialni

kultura VMZ byly schopny béhem sedmi dni kometabolicky odstranit veskery cis-1,2-

dichlorethylen o vstupni koncentraci 0,949 mg.I™ v kap. fazi. Plochy peakii pro toto méfeni

byly nulové a nejsou uvedeny.

Tab. 9. Kometabolick4 degradace ¢cDCE (1,424 mg.I" KF) bakterii RF2

. Koncentrace cDCE po 7 denni kultivaci | Degradace cDCE
C. vialky 1
[mg.I"] [%6]
21 0 100
22 0 100
23 0 100
24 0 100
25 0 100
0 0 100

S odkazem na vysledky uvedené v Tab. 9, Ize konstatovat, Ze bakterie Comamonas tes-

tosteroni RF2 byla schopna béhem sedmi dni kometabolicky odstranit veskery cis-1,2-
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dichlorethylen o vstupni koncentraci 1,424 mg.I™ v kap. fazi. Plochy peak pro toto méfeni

byly nulové a nejsou uvedeny.
Mira pieZivani bunék v prostiedi s cis-1,2-dichlorethylenem (1,432 mg.I* CK)

Pokus na miru piezivani buné€k bakterie RF2 s cis-1,2-dichlorethylenem sestaval ze 4 via-
lek. Vialky ¢. 1 — 2 byly kultivovany bez ptidavku ¢cDCE Vv mineralnim médiu s obsahem
laktatu sodného 10%-roztoku a fenolu. Ve vialkach ¢. 3 — 4 byla testovana mira prezivani
bunék bakterie RF2 po prob¢hlé kometabolické degradaci cDCE o celkové vstupni kon-
centraci 1,432 mg.I"". Vysledky z pokusu jsou uvedeny v Tab. 10. a udavaji poéty kolonii

tvofici jednotky v 1 ml vzorku (KTJ.cm™).

Tab. 10. Mira pfezivani bun&k bakterie RF2 s cDCE (1,432 mg.I" CK)

Desetinné redéni
C.vialky | Latka 10° | 10° [ 107
[KTJ.cm™]
1|bez cDCE |Neodecitatelné 134 8
2|bez cDCE |Neodecitatelné 79 13
o | bez cDCE - 106,5 10,5
3|s cDCE Neodecitatelné 123 12
4|s cDCE Neodecitatelné 129 9
o|s cDCE - 126 10,5

Desetinné fedéni 10 nebylo dostadujici pro odecet poctu KTJ. Ve vialkach &. 1 - 2 bylo
odedteno 106,5.10° KTJ.cm™, respektive 10,5.10" KTJ.cm™. Ve vialkach &. 3 — 4 bylo ode-
&teno 126.10° KTJ.cm™, respektive 10,5.10” KTJ.cm™. Vysledky z pokusu nenazna&uji, Ze
by pfitomnost a degradace cDCE v pouzité koncentraci byla toxicka pro bunky bakterie

RF2. Jinymi slovy, pfitomnost a degradace cDCE neméla vliv na pocty piezivsich bunék.

Degradace cis-1,2-dichlorethylenu (956,8 — 1722 pg.I™" KF) bakterii RF2 bez

ucasti fenol oxigenasy

Vzhledem k vyméné TRAPU na plynovém chromatografu HEWLETT PACKARD 5890
SERIES II musela byt provedena nova kalibrace standardniho roztoku cDCE. Byl pfipra-
ven standardni roztok ¢DCE (1926 mg.I™"), ktery slouzil pro zhotoveni kalibratni kiivky

(Obr. 18). Namétena data pro zhotoveni kalibraéni kiivky jsou uvedena v Tab. 11.

Pokus na degradaci cDCE bez tcasti fenol oxigenasy byl proveden v osmnacti vialkach.

Do vialek ¢. 1 — 3 a 10 - 12 byly davkovany celkové vstupni koncentrace cDCE (0,960
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mg.I"™"), do vialek &. 4 — 6 a 13 — 15 byly davkovany celkové vstupni koncentrace cDCE
(1,348 mg.I™) a do vialek ¢. 7 — 9 a 16 — 18 byly davkovéany celkové vstupni koncentrace
cDCE (1,926 mg.I""). Ve vialkdch & 1 — 9 byly stanoveny vstupni koncentrace ¢cDCE
Vv kapalné fazi, vysledky z tohoto méfeni jsou uvedeny v Tab. 12. Ve vialkach ¢. 10 — 18

byl zkouman ubytek ¢cDCE a vysledky jsou uvedeny v Tab. 13.

Tab. 11. Naméfené hodnoty pro novou kalibrac¢ni

kiivku o vyssich koncentracich cDCE

Cislo mé¥eni
Plocha peaku [i.j]

1 2
192,6| 3028216| 2982933
385,2] 6099263 | 5966720

Koncentrace cDCE [pg.I"]

770,4112401368 | 13017554
1540,8126901712 | 25756584
2311,2|35150317 | 36018967
40000000
35000000 -
y = 15792x + 324246
30000000 2=0,9968
— 25000000 - 8" krcpce
= 1722 pg1t
gé. 15000000 1263 pe.l”
o KF cDCE
S 10000000 - 956.8 ngI*
o
5000000 - CK cDCE CK cDCE CK cDCE
960 pg.l1 1348 pg.1t 1926 pg.It
0 T A . T ’ T
0 500 1000 1500 2000 2500
Koncentrace cDCE [ng.1"]

Obr. 18. Nova kalibra¢ni kiivka pro cDCE 0 vyssich koncentracich
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Tab. 12. Stanoveni vstupnich koncentraci cDCE v kap. fazi. (degradace bakte-

rii RF2 bez casti fenol oxigenasy)

C. vialky | Plocha peaku cDCE [i.j.] | Vstupni koncentrace cDCE [pg.I]

15247868
15934622 956,8
15117293
20380086
19841955 1263,1
20591217
28214935
27423318 1722,0
26913741

OO N | O IW N

Vstupni koncentrace uvedené v Tab. 12 byly vypocteny z priméru ploch peak dosaze-

nych do rovnice regrese uvedené na Obr. 18.

Tab. 13. Degradace cDCE bakterii RF2 bez ti¢asti fenol oxigenasy

¢. vialky Plocha p«_agku cDCE Koncentrag{a cDCE | Odstranéni cDCE
[ij.] [ng1] [%
10 7333760 443,90 53,61
11 2448258 153,00 258,97 84,01| 72,94
12 3147848 180,00 81,19
13 18175359 1130,00 10,33
14 17098434 1062,20| 1096,10 15,90| 13,12
15 20872168 - -
16 24669411 1541,60 10,48
17 25147901 1571,90| 1558,23 8,721 951
18 24978839 1561,20 9,34

Z vysledku uvedenych v Tab. 13 vyplyva, ze bakterie RF2 byla schopna rozlozit 72,92% z
piivodné stanovenych 956,8 pg.1™ cDCE v kap. fazi. Ve vialkach o vstupnich koncentraci
1263,1 a 1722,0 pg.I™ ¢cDCE v kap. fazi, doslo k vyraznému sniZeni procentualniho od-
stranéni této latky. Ve vialkach ¢. 13 — 15 bylo prumérné odstranéno 13,12% cDCE, pfi-
¢emz ve vialce €. 15 nedoslo k degradaci cDCE viibec a tento vysledek nebyl bran v potaz
pfi vyhodnocovani kone¢nych vysledkli. Ve vialkach €. 16 — 18 bylo primérné odstranéno
Jednak vstupni koncentrace cDCE V kap. fazi byla postupné¢ mirné navySovana a zaroven

mohla sehrat svoji roli samotna fyziologickéd kondice bun¢k bakterie RF2. Vstupni koncen-
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trace cDCE 956,8 ng.I"! byla podrobena degradaci bakterii RF2 bez tcasti fenol oxigenasy
jako prvni a az po ziskanych vysledcich byly provedeny dalsi degradace ¢cDCE o vstupnich
koncentracich v kap. fazi 1263,1 a 1722,0 ug.l’l. Tudiz byla pouzita nové pfipravena sus-
penze bakterii RF2, coz mohlo mit v kone¢ném disledku vliv na ziskané vysledky pro mi-
ru odstranéni cDCE. Neni vSak pochyb o tom, ze bakterie Comamonas testosteroni RF2 je
schopna do urcité miry odstranit nizs$i koncentrace cis-1,2-dichlorethylenu i bez ucasti fe-

nol oxigenasy.
Stanoveni chloridi

Cely pokus na stanoveni produkce chlorid sestaval z patnacti vialek. Vialky ¢. 1 — 3 slou-
zily pro stanoveni vstupni koncentrace cDCE v kapalné fazi a vysledky z tohoto méteni
jsou uvedeny v Tab. 14. Vialky ¢. 4 — 6 byly uréeny pro kometabolickou degradaci cDCE
bakterii RF2 a byl v nich zkouman jeho tbytek. Vialky €. 7 — 9 byly urceny pro kontrolu
ptipadné spontanni hydrolysy cDCE. Ve vialkach ¢. 10 — 12 byly méfeny chloridy po pro-
behlé kometabolické degradaci cDCE a ve vialkach ¢. 13 — 15 byla méfena pfirozena pro-

dukce chloridu bunkami.

Tab. 14. Vstupni koncentrace cDCE v kap. fazi

Cislo vialky | Plocha peaku cDCE [i.j] | Koncentrace ¢DCE [pg.I"']

1 16149702
2 15673485 978,14
3 15490112

Vstupni koncentrace cDCE (978,14 ;,Lg.l'1 KF) byla vypoctena dosazenim pramérné hodno-
ty z namétenych ploch peakl do rovnice regrese uvedené na Obr. 18. Bakterie RF2 kome-
tabolicky odstranila veskerych 978,14 ug.l'1 cDCE ve vialkach €. 4 - 6, ¢imz bylo potvrze-

no, ze degradace opravdu prob¢hla (data neuvedena).

Tab. 15. Stanoveni anorganickych chloridt

Méieni Cislo vialky | Koncentrace CI" [ug.1™]
0
Kontrola hydrolysy cD-
CE 8 0 0
0
Mg¢teni chloridti po pro- 10 0
béhlé kometabolické de- 11 200 -

gradaci cDCE 12 0
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Méfeni Cislo vialky | Koncentrace CI [ug.I'']
Mg¢feni prirozené produk- 13 0
ce chloridt butikami bak- 14 0 0
terie RF2 15 0

Vysledky ze stanoveni anorganickych chloridi (Tab. 15) jsou natolik rozdilné, ze nedovo-
luji provést exaktni zavér z tohoto méfeni. Pouze ve vialce €. 11 byla naméfena nenulova
koncentrace chloridii a to konkrétng 200 pg.I™ CI'. I za pfedpokladu, Ze by podobné kon-
centrace chloridl byla nalezena ve vialkach ¢ 10 a 12, byl by tento vysledek v rozporu s
diive provétenou kometabolickou degradaci cDCE (veskery ¢cDCE byl odstranén) a odha-
dovanou teoretickou koncentraci anorganickych chloridii 700 pg.1™. Cisté teoreticky, uvol-
néné chloridy mohly zlstat v bakteridlnich bunikach. Zavérem lze pouze konstatovat, ze by
bylo tfeba tento pokus zopakovat a to s provedenou hydrolysou bunék a nasledovnym mé-

fenim chloridii, coz vSak jiz z ¢asovych divodi nebylo mozné.
Kometabolicka degradace cDCE (10,11 mg.I™" KF) bakterii RF2

Pro tieti pokus na kometabolickou degradaci cDCE (10,11 mg.1™ KF) bakterii RF2 byla
nejprve zhotovena kalibra¢ni kiivka (Obr. 19), ta byla zhotovena ze zasobniho roztoku

cDCE o koncentraci 20,45 g.I™". Data pro jeji sestrojeni jsou uvedena v Tab. 16.

Samotny pokus sestaval z deseti vialek, z ¢ehoz vialky ¢. 1 — 5 slouzily pro stanoveni
vstupni koncentrace CDCE v kapalné fazi a vysledky jsou uvedeny v Tab. 17. Vialky ¢. 6 —
10 byly urc¢eny pro kometabolickou degradaci a byl v nich zkouman ubytek cDCE, vysled-
ky jsou uvedeny v Tab. 18.

Tab. 16. Naméfené hodnoty pro kalibra¢ni kiivku 0
vysokych koncentracich cDCE

Cislo méteni

Koncentrace cDCE [mg.I"]| Plocha peaku [i.j]
1 2

2,451 24855040 | 24401200
4,09]38915680 | 40671744
8,18]54571728|51987488
16,36 | 68687168 | 72022080




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 56
80000000
70000000 -
60000000 - vstupni koncentrace
v kapalné fazi
‘= 50000000 - 10,11 mg.IL
& 40000000 - 8
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Obr. 19. Kalibra¢ni kiivka pro vysoké koncentrace cCDCE

Tab. 17. Vstupni koncentrace c¢cDCE
(10,11 mg.I"* KF)

C. vialky Plocha peaku [i.j]

56404960
62578240
59386528
63554712
63144982
0 61013884

gslwiNE

Z rovnice regrese uvedené na Obr. 19 byla vypoctena vstupni koncentrace cDCE v kapalné

fazi:

y = —215647,62x* +7169891,74x +10566282,07
— 215647,62x + 7169891,74x —50447601,94

JD = /7169891747 —[4* (- 215647,62)* (— 50447601,94)] = 2809221,67

| —7169891,74 + 280922167
2% (—215647,62)

=1011mgJ

1




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 57

Po tydenni kultivaci vialek ptipravenych pro kometabolickou degradaci cDCE byly zjisté-
ny tyto vysledky:

Tab. 18. Kometabolicka degradace cDCE (10,11 mg.l'1 KF) bakterii RF2

x Plocha peaku | Koncentrace ¢cDCE po 7 denni kultivaci | Odstranéni cDCE

C.V. - 1 o
[i.] [mg.I"] [%]

6. 62478217 10,65 0,00

7. 60464759 9,91 1,98

8. 58268254 9,19 9,10

9. 61557801 10,31 0,00

10. 60959807 10,09 0,20

Vysledky, jez jsou uvedeny v Tab. 18, byly ziskany vypoctem z namétenych ploch peaki,
stejné jako byla vypoctena vstupni koncentrace cDCE v kapalné fazi. Je patrné, Ze bakterie
Comamonas testosteroni RF2 nebyla schopna kometabolicky odstranit cis-1,2-
dichlorethylen o vstupni koncentraci 10,11 mg.I*. Takové vstupni koncentrace cDCE se
tedy jevi jako toxicka. Vysledek z vialky ¢. 8, kde doslo k 9,10 %- nimu odstranéni cDCE

byl s nejvétsi pravdépodobnosti zptisoben nepiesnosti béhem méfeni.

5.3 Experimentalni pokusy s trans-1,2-dichlorethylenem

Kometabolicka degradace trans-1,2-dichlorethylenu (0,968 mg.I"* KF) bakterii
RF2 a smésnou kulturou VMZ

Bakterie RF2 a neznama sména kultura VMZ byly podrobeny pokusu na kometabolickou
degradaci trans-1,2-dichlorethylenu o celkové vstupni koncentraci 1,38 mg.I™". Nejprve
byly pfipraveny standardni roztoky o koncentracich 197,2 rng.l'1 a 1972 mg.l'1 tDCE.
Z téchto roztokl byly zhotoveny kalibra¢ni kiivky (Obr. 20, Obr. 21). Data pro zhotoveni
téchto kiivek jsou uvedena v Tab. 19, Tab. 20.

Cely pokus byl proveden v patnécti vialkach, pticemz vialky €. 1 — 5 slouzily pro stanove-
ni vstupni koncentrace tDCE v kapalné fazi a vysledky z tohoto méfeni jsou uvedeny
v Tab. 21. Vialky ¢. 6 — 10 byly uréeny pro kometabolickou degradaci tDCE bakterii RF2
a vialky ¢. 11 — 15 pro kometabolickou degradaci tDCE smésnou kulturou VMZ. Ve vial-
kach €. 6 — 15 byl zkouman ubytek tDCE, vysledky jsou uvedeny v Tab. 22.
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Tab. 19. Namétené hodnoty pro kalibra¢ni kifivku o niz-
kych koncentracich tDCE

Cislo méfeni
Koncentrace tDCE [pg.I] Plocha peaku [i.j]
1 2 3
19,72| 529373 | 342721| 492545
39,44 817278|1071798| 924112
78,88]1837285 | 1985904 | 1794720
187,76 3885942 | 3690966 | 3756899
4500000
4000000 -
y =20219x + 120603
3500000 - R?=0,9962
=, 3000000 -
>
< 2500000 -
(<5}
o
« 2000000 -
<
(&)
£ 1500000 -
o
1000000 -
500000 -
0 T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Koncentrace tDCE [pg.l'']

Obr. 20. Kalibra¢ni kiivka pro nizké koncentrace tDCE

Tab. 20. Naméiené hodnoty pro kalibra¢ni kiivku o vyssich

koncentracich tDCE

Cislo méreni

Koncentrace tDCE [ug.l'l]

Plocha peaku [i.j]

1

2

3

197,2

3509389

2842133

3115889

394,4

6656874

7321629

7009874

788,8

14726608

14165224

1576,6

25799616

25756848

26045243
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30000000
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Obr. 21. Kalibra¢ni kiivka pro vyssi koncentrace tDCE

Tab. 21. Vstupni koncentrace tDCE v kap.

fazi pro kometabolickou degradaci

C. vialky Plocha peaku [i.j]

16109088
16106536
16675384
16332568
16680776
0 16380870

gk |w i e

Z rovnice regrese uvedené na Obr. 21 byla vypoétena vstupni koncentrace tDCE v kapalné
fazi:
y =16332x + 588684

¥ 16380870 - 588684
16322

=0,968mg.l*

Po stanoveni vstupni koncentrace tDCE v kapalné fazi, byly zkoumany zbytkové koncent-
race tDCE ve vialkéach €. 6 - 15 a to po sedmidenni kultivaci (probéhlé¢ kometabolické de-

gradaci). Vysledky z téchto pokust jsou uvedeny v Tab. 22.
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Tab. 22. Kometabolick4 degradace tDCE (0,968 mg.I"* KF) bakterii RF2 a neznamou

smésnou kulturou VMZ

¢. vialky Plocha peaku [i.j.] B Odstranéni tDCE
Koncentrace tDCE [mg.I] [9%]

RF2| VMZ RF2 VMZ RF2 VMZ
6 11 5883296 0,32| 7931555 0,45 67,01 53,61
7 12| 4695523 0,25| 11708152 0,68 74,23 29,91
8 13| 4685731 0,25| 6390976 0,36 74,23 62,89
9 14 - 6308211 0,33 - 65,98
10 15] 4797770 0,26 9991302 0,58 73,20 40,21
o] 5015580 0,27| 8466039 0,48 72,17 50,52

Z vysledku v Tab. 22 je ztejmé, ze bakterie RF2 kometabolicky odstranila 72,17% tDCE o
pouZité vstupni koncentraci a z piivodnich 0,968 mg.I* tDCE zustalo 0,27 rng.l‘1 nerozlo-
zeno. Smésna kultura VMZ rozlozila 50,52% tDCE o pouzité vstupni koncentraci, pfi¢emz
0,48 mg.I"* tDCE zistalo nerozloZeno. V porovnani s cis-1,2-dichlorethylenem, trans-1,2-
dichlorethylen podléha kometabolické degradaci bakterii RF2 a smésnou kulturou VMZ 0
néco hife. Podobna vstupni koncentrace, ktera byla davkovana v tomto pokusu (0,968
mg.I"t KF), byla pouzita i v piipadé ¢cDCE (0,949 mg.I"* KF), kdy doglo k 100%-tnimu od-
stranéni CDCE Vv porovnani s 72,17%-tnim, respektive 50,52%-tnim rozlozenim tDCE bak-

terii RF2 a smésnou kulturou VMZ.
Mira pieZivani bunék bakterie RF2 s tDCE (1,380 mg.I" CK)

Pokus na stanoveni miry pteZivani bun€k bakterie RF2 po prob&hlé kometabolické degra-
daci tDCE (1,380 mg.I" CK) byl proveden totozné& jako v pfipads pokusu na preZivani bu-
nék RF2 s cDCE. Pokus sestaval ze ¢tyt vialek, pti¢emz vialky ¢.1 — 2 byly kultivovany
bez tDCE a vialky ¢. 3 —4 stDCE.

Tab. 23. Mira piezivani bungk bakterie RF2 s tDCE (1,380 mg.I™ CK)

Desetinné redéni

C.vialky | Latka 10° 10° 107
[KTJ.cm™]
1| bez tDCE Neprovedeno 63 7
2| bez tDCE Neprovedeno 74 8
o | bez tDCE - 68,5 7,5
3|stDCE 570 78 5
4|stDCE 427 49 4
o|stDCE 421,5 63,5 4,5
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Pro vialky &. 1 — 2 bylo provedeno desetinné fedéni 10° a 107. Z takto zfedénych vzorka
bylo odecteno 68,5.106; 7,5.107 KTJ.cm™. Ve vialkach & 3 — 4 bylo provedeno desetinné
fedéni 10°, 10°, 107 a bylo odedteno 421,5.10°%; 63,5.10% 4,5.10" KTJ.cm™. Vysledky
Z pokusu nenaznacuji, ze by piitomnost a degradace tDCE Vv pouzité¢ koncentraci byla to-

xicka pro bunky bakterie RF2.
Degradace tDCE (1,231 mg.I"! KF) bakterii RF2 bez w¢asti fenol oxigenasy

Pokus na degradaci tDCE (1,231 mg.I"* KF) bez udasti fenol oxigenasy byl proveden
Vv Sesti pokusnych vialkach. Vialky €. 1 — 3 slouzily pro stanoveni vstupni koncentrace tD-
CE v kapalné fazi a vysledky z tohoto méfeni jsou uvedeny v Tab. 24. Vialky ¢. 4 — 6 byly
uréeny pro degradaci tDCE bakterii RF2 bez ucasti fenol oxigenasy a vysledky z tohoto

pokusu jsou uvedeny v Tab. 25.

Tab. 24. Vstupni koncentrace tDCE
(1,231 mg.I" KF)

C.vialky | Plocha peaku [i.j.]
1. 19521136
2. 21971392
3. 20573696
0 20688741

Z rovnice regrese uvedené na Obr. 21 byla vypoctena koncentrace tDCE v kap. fazi:

y =16332x + 588684
‘= 20688741+ 588684
16332

=1,231mg.l™*

Tab. 25. Degradace tDCE (1,231 mg.I™ KF) bez ugasti fenol oxigenasy

x Plocha peaku | Koncentrace tDCE po 7 denni kultivaci | Odstranéni tDCE
C.V. . 1 o
[ij] [mg.I"] [%0]
6 19827136 1,178 4,31
7 20260320 1,204 2,15
8 20202992 1,201 2,44
0 20096816 1,194 3,01

V Tab. 25 jsou uvedeny plochy peakl naméiené po degradaci tDCE bakterii RF2 bez ¢as-
ti fenol oxigenasy. Dale jsou uvedeny zbytkové koncentrace tDCE, které byly ziskany vy-

poctem z jednotlivych ploch peaki dosazenych do rovnice regrese z Obr. 21. Jako posledni
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je uvedeno procentudlni odstranéni tDCE. Z vysledk je patrné, ze bakterie Comamonas
testosteroni RF2 neni schopna degradovat trans-1,2-dichlorethylen bez ucasti fenol oxige-

nasy.

5.4 Experimentalni pokusy s 1,1-dichlorethylenem

Kometabolicka degradace 1,1-dichlorethylenu (0,649 mg.I™" KF) bakterii RF2 a

smésnou kulturou VMZ

Bakterie RF2 a nezndma sména kultura VMZ byly podrobeny pokusu na kometabolickou
degradaci 1,1-dichlorethylenu o celkové vstupni koncentraci 1,345 mg.I™. Nejprve byly
pfipraveny standardni roztoky o koncentracich 192,2 mgl™ a 1922 mg.™ 1,1DCE.
Z téchto roztokl byly zhotoveny kalibra¢ni kiivky (Obr. 22, Obr. 23). Data pro zhotoveni
téchto kiivek jsou uvedena v Tab. 26, Tab. 27.

Samotny pokus byl proveden v patnacti vialkach, vialky ¢. 1 — 5 slouzily pro stanoveni
vstupni koncentrace 1,1DCE v kap. fazi a vysledky jsou uvedeny v Tab. 28. Vialky ¢. 6 —
10 byly ur¢eny pro kometabolickou degradaci 1,1DCE bakterii RF2 a vialky ¢. 11 - 15
byly uréeny pro kometabolickou degradaci 1,1DCE smésnou kulturou VMZ. Ve vialkach
¢. 6 — 15 byl zkouman tbytek 1,1DCE a vysledky jsou uvedeny v Tab. 29,

Tab. 26. Namétené hodnoty pro kalibra¢ni kiivku 0
nizkych koncentracich 1,1DCE

Cislo méfeni

Koncentrace 1,1DCE [pg.1"']| Plocha peaku [i.j]
1 2

19,22| 6615677 | 6680925
38,34]14586312 | 14136672
76,86 25927296 | 24767824
153,7]35337888 | 34823648
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Plocha peaku [.j]
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Obr. 22. Kalibra¢ni kiivka pro nizké koncentrace 1,1DCE

Tab. 27 Namétené hodnoty pro kalibra¢ni kiivku 0

vysSich koncentracich 1,1DCE

Plocha peaku [i.j]

Koncentrace 1,IDCE [pg.I"] Cislo mé&ieni

1

2

19,22129227776

29984880

38,34 139092224

37262720

76,86 48467424

48904704

153,7|58649313

60542336
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Obr. 23. Kalibra¢ni kiivka pro vyssi koncentrace 1,1DCE

Tab. 28. Vstupni koncentrace 1,1DCE

v kap. fazi

C. vialky | Plocha peaku 1,1DCE [i.j.]
1. 42997152
2. 44798592
3. 43203200
4, 45719776
5. 43023360
o 43948416

Z rovnice regrese uvedené na Obr. 23 byla vypoctena vstupni koncentrace 1,1DCE

Vv kapalné fazi:

y = —1314x? + 45449,92x + 21737216,00
JD = /45449927 —[4+(~1314) (21737216 — 43948416)|

VD = 28398,86
— 4544992 + 28398,86
2%(-1314)

X = = 64941
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Tab. 29. Kometabolick4 degradace 1,1DCE (0,649 mg.I"* KF) bakterii RF2 a sm&snou
kulturou VMZ

¢. vialky Plocha peaku 1,1DCE [i.j._]1 Odstranéni 1,1DCE
) Koncentrace 1,1DCE [png.l""] [%%6]
RF2|VMZ RF2 VMZ RF2 VMZ
6 11| 36612544 406,8| 37776320 449,6 37,28 30,68
7 12| 33800032 336,4| 37766592 4493 48,13 30,73
8 13| 32174960 292,6| 38819712 481,0 54,89 25,84
9 14 - 38801280 480,4 - 25,93
10 15 - 36477984 410,0 - 36,79
0| 34195845 345,3] 37928378 454,1 46,77 29,99

Tab. 29 udava namétené plochy peaki, vypoctené zbytkové koncentrace a procentualni
odstranéni 1,1DCE bakterii RF2 a smé&snou kulturou VMZ. Z vysledk je patrné, Ze bakte-
rie RF2 kometabolicky rozlozila 47,77% 1,1DCE o vstupni koncentraci 0,649 rng.l'1 v kap.
fazi, pficemz 3453 pgl™ 1,1DCE v kap. fazi zistalo nerozloZeno. Smésné kultura VMZ
byla schopna kometabolicky rozlozit stejnou vstupni koncentraci 1,1DCE v kap. fazi z
29,99 % a tak 454,1 ug.l'l 1,1DCE v kap. fazi zGstalo nerozlozeno. V porovnani
S ostatnimi izomery dichlorethylenti (¢cDCE, tDCE) je ziejmé, ze 1,1-dichlorethylen podlé-
ha kometabolické degradaci bakterii RF2 a smésnou kulturou VMZ nejhtite.

Kometabolicka degradace 1,1-dichlorethylenu a jeho degradace bez tucasti fe-
nol oxigenasy (370,8 pg.I'* KF) bakterii RF2

Bakterie RF2 byla testovana na kometabolickou degradaci 1,1-dichlorethylenu a jeho de-
gradaci bez uasti fenol oxigenasy 0 celkové vstupni koncentraci 1,33 mg.I™. Byly pfipra-
veny nové standardni roztoky o koncentracich 190 mg.I"; 1900 mg.I* 1,1DCE. Z t&chto
roztokt byly zhotoveny nové kalibra¢ni kiivky (Obr. 24, Obr. 25). Data naméfena pro zho-
toveni jednotlivych kalibra¢nich kiivek jsou uvedena v Tab. 30, Tab. 31.

Cely pokus sestaval z tfinécti vialek, z ¢ehoz vialky ¢. 1 — 5 slouZily pro stanoveni vstupni
koncentrace 1,1DCE vV kapalné fazi a vysledky z tohoto méfeni jsou uvedeny v Tab. 32.
Vialky ¢. 6 — 10 byly ur¢eny pro kometabolickou degradaci 1,1DCE a vysledky jsou uve-
deny v Tab. 33. Vialky ¢. 11 - 13 byly urceny pro degradaci 1,1DCE bez tcasti fenol oxi-
genasy a vysledky jsou uvedeny v Tab. 34.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

66

Tab. 30. Naméfené hodnoty pro novou kalibra¢ni kiivku o niz-
kych koncentracich 1,1DCE

Koncentrace 1,1DCE [ug.l'l]

Cislo méreni

Plocha peaku [i.j]

1

2

3

19

3526286

3557008

3360950

38

7802627

7791555

8366106

76

17291555

17908624

17022128

152

26262832

26141488

26307296

i.j.]

Plocha peaku [
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y =-877,88x2 + 323216x - 3E+06
R2=0,9999
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Obr. 24. Nova kalibra¢ni kiivka pro nizké koncentrace 1,1DCE

Tab. 31. Namétfené hodnoty pro novou kalibraéni kiivku 0 vys-
sich koncentracich 1,1DCE

Plocha peaku [i.j]
Cislo méieni
1 2 3

Koncentrace 1,1DCE [ug.l'l]

190

29708224

27481248

28974304

380

36624288

36666496

36595936

760

43735392

43820480

44085760

1520

50329664

50374080

50841376
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Obr. 25. Nova kalibra¢ni kiivka pro vyssi koncentrace 1,1DCE

Tab. 32. Vstupni koncentrace 1,1DCE
(370,8 pg.1™* KF)

C.vialky | Plocha peaku 1,1DCE [i.j.]
1. 33836768
2. 32053264
3. 32135152
4. 32908720
5 -
/] 32733476

Z rovnice regrese uvedené na Obr. 25 byla vypoctena vstupni koncentrace 1,1DCE v ka-

palné fazi:

y =—131735x +39430x + 2 10’

JD = /394307 — |4+ (~13,735)* (210" — 32733476 |
JD = 2924291

« _ —39430 +20242,01
2% (~13,735)

= 370,891
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Tab. 33. Kometabolicka degradace 1,1DCE (370,8 ug.I™ KF) bakterii RF2

¥ Ploch peaku | Koncentrace 1,1DCE po 7 denni kultivaci | Ubytek 1,1DCE
C.V. T 2)
[ij] [ng.1"] [%0]
6 24042358 128,5 65,35
7 22174592 111,9 69,82
8 22923616 118,1 68,15
9 26855536 185,9 49,87
10 - - -
0 23999026 128,1 65,45

V Tab. 33 jsou uvedeny plochy peakl, zbytkové koncentrace a procentualni ubytek
1,1DCE po sedmidenni kultivaci vialek ¢. 6 — 10. Tyto vysledky ukazuji, Ze bakterie RF2
kometabolicky rozlozila 65,45% 1,1DCE o vstupni koncentraci 370,8 pg.I™ v kap. fazi,
pficemz 128,1 pg1™ 1,1DCE v kap. fazi ziistalo nerozloZeno. Z dosaZenych vysledki vy-
plyva, ze mira odstranéni 1,1DCE bakterii RF2 byla vyssi oproti pfedeslému pokusu na
kometabolickou degradaci 1,1DCE o vstupni koncentraci 649 pg.l™ v kap. fazi, kdy bylo
rozlozeno jen 46,77% 1,1DCE. Vysledky naznacuji, ze 1,1-dichlorethylen mize puisobit
toxicky na mikrobialni bunky bakterie Comamonas testosteroni RF2 a to jiz pii relativné

nizkych koncentracich.

Tab. 34. Degradace 1,1DCE (370,8 pg.I™" KF) bakterii RF2 bez wcasti fenol oxigenasy

x Plocha peaku | Koncentrace 1,1DCE po 7 denni kultivaci | Odstranéni 1,1DCE
C.V. . 2) o
[ij] [ng.I7] [%]
11 32541088 364,3 1,76
12 33337984 391,7 0
13 33059680 382,1 0
o 32979584 379,3 0

Tab. 34. shrnuje vysledky z pokusu na degradaci 1,1DCE bakterii RF2 bez ucasti fenol
oxigenasy. V tabulce jsou uvedeny plochy peakt, zbytkové koncentrace a procentualniho
odstranéni 1,1DCE. Pouze ve vialce ¢. 11 doSlo k 1,76 %-tnimu odstranéni 1,1DCE.
V ostatnich vialkéach byla koncentrace 1,1DCE nepatrné vyssi oproti jeho stanovené vstup-
ni koncentraci, coz bylo zplsobeno neptesnosti v méteni. Vysledky jednoznacné prokéaza-
ly, ze 1,1-dichlorethylen nepodléha degradaci bakterii Comamonas testosteroni RF2 bez

ucasti fenol oxigenasy.
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Mira piezivani bunék bakterie RF2 s 1,1-dichlorethylenem (1,33 mg.I"! CK)

Metodika pokusu bylo totozna jako Vv ptedchozich pokusech pro ovéfeni miry prezivani
bunék bakterie RF2. Pokus sestaval ze Ctyf vialek, vialky ¢. 1 — 2 byly kultivovany bez
1,1DCE a vialky €. 3 — 4 byly kultivovany s 1,1DCE a byla v nich testovana mira pieziva-
ni bun¢k bakterie RF2 po probéhlé kometabolické degradaci této latky.

Tab. 35. Mira piezivani bungk s 1,1DCE (1,33 mg.I" CK)

Desetinné redéni
C.vialky| Latka 10° 10° 10”7
[KTJ.cm™]
1|bez 1,1DCE | Neprovedeno 204 29
2|bez 1,1DCE |Neprovedeno 197 27
o|bez 1,1DCE - 200,5 28
3]s 1,1DCE 125 20 2
41s1,1DCE 131 16 4
o|s1,1DCE 128 18 3

Pro vialky & 1 — 2 bylo provedeno desetinné fedéni 10° a 107. Z t&chto fedéni bylo ode-
&teno 200,5.10%; 28.10" KTJ.cm™. Ve vialkach &. 3 — 4 bylo provedeno desetinné fedéni
10,10, 107 a bylo odetteno 128.10°; 18.10% 3.10" KTJ.cm™. Vysledky z pokusu ukazu-
ji, Ze ptitomnost a degradace 1,1DCE Vv pouzité koncentraci méla vliv na pocty prezivsich
bunék bakterie RF2 a snizovala jejich pocet oproti kontrole pfiblizn€ o jeden tad. Toxicitu

tedy vykazuje bud’ samotny 1,1DCE nebo metabolit(y) vzniklé v pribéhu degradace.

5.5 Experimentilni pokusy se smésnym standardem

Byl pripraven smésny standardni roztok obsahujici 22,65 mg.1™* 1,1-dichlorethylenu, 24,38
mg.I" cis-1,2-dichlorethylenu, 21,62 mg.I" trans-1,2-dichlorethylenu a 22,03 mg.I*
trichlorethylenu. Tento smésny standard byl pouzit pro pokusy na kometabolickou degra-
daci bakterii RF2, pro degradaci bez tcasti fenol oxigenasy a pro pokus na ovéfeni miry

pfeZivani bunek bakterie RF2.

Kometabolicka degradace smésného standardu a jeho degradace bakterii RF2

bez ucasti fenol oxigenasy

Pokus byl proveden ve dvanacti vialkéach, vialky ¢. 1 — 4 slouzily pro stanoveni vstupnich

koncentraci jednotlivych latek smésného standardu v kapalné fazi a vysledky z tohoto mé-
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feni jsou uvedeny v Tab. 36. Vialky ¢. 5 — 9 byly urCeny pro kometabolickou degradaci
latek smésného standardu bakterii RF2 a byl v nich zkouman jejich procentualni ubytek.
V Tab. 37 jsou uvedeny vysledky naméfenych ploch peaki po sedmidenni kultivaci vialek
¢. 5 - 9. Vysledky ze samotné kometabolické degradace jsou uvedeny v Tab. 38. Vialky ¢.
10 — 12 byly urceny pro degradaci latek smésného standardu bakterii RF2 bez i¢asti fenol
oxigenasy a rovnéz v nich byl zkouman procentualni ubytek téchto latek. Vysledky z na-
méfenych ploch peakti po sedmidenni kultivaci vialek ¢. 10 - 12 jsou uvedeny v Tab. 39 a

v Tab. 40 jsou uvedeny vysledky ze samotné degradace bez ucasti fenol oxigenasy.

Pro vypocty vstupnich a zbytkovych koncentraci jednotlivych dichlorethyleni byly pouzity
rovnice regresi z diive ziskanych kalibra¢nich ktivek (Obr. 16, Obr. 20, Obr. 22) a
Vv ptipad¢ trichlorethylenu byla pouzita rovnice regrese z Obr. 26. Data pro sestrojeni Obr.

26 nejsou uvedena.

90000000
80000000 -
70000000 -
£ 60000000
2 50000000 -
£ 40000000 -

y = -53943,67x2 + 4062922,24x

& 30000000 R*=0,98
20000000
10000000
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ | ‘
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Koncentrace TCE [ng.I"]

Obr. 26. Kalibra¢ni kiivka pro TCE

Tab. 36. Namétené vstupni koncentrace KP pro smésny standard

Cislo vialky K Ltk

Latka Plocha peaku [i.j] one. it y
[ng.1]
1 2 3 4 0

TCE 66023936 | 67194880 | 68300416 - 67173077 122,55
1,1DCE ] 10586760 | 10495736 | 12015664 | 12105264 | 11300856 51,43
tDCE 1863113 | 1959433 | 2182010| 1884693| 1972321 91,58
cDCE 1575451 | 1416175| 1416175| 1554941| 1505010 84,34
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V Tab. 36 jsou uvedeny vysledky z méfeni ploch peakd pro jednotlivé latky ve smésném

standardu. Pro kazdou latku byl vypocten primér z naméfenych ploch peakil a z téchto

praméru byly vypocteny vstupni koncentrace latek v kap. fazi v ug.l’l. Namétené plochy

peakt trichloretylenu odpovidaji fedéni pétkrat, tak aby bylo mozné odecist jeho vstupni

koncentraci z Obr. 26. Postup vypoc¢tu vstupni koncentrace TCE v kapalné fazi byl nasle-

dovny:

Koncentrace TCE 24,51 pg.1™* odpovida fedéni pétkrat, skuteéna vstupni koncentrace v

y =—53943,67x° + 4062922,24x

JD = ,/4062922,24% —[4+(~53943,67)+ (— 67173077)]
VD =1418833,3

N 4062922,24 +1418833,3

2% (—53943,67)

= 24,5191 'TCE

pokusnych vialkach byla vypoctena nasledovné:

Tab. 37. Naméfené plochy peakti smésného standardu po sedmidenni

24,51%5=12255.4.1"TCE

kultivaci (kometabolicka degradace)

Cislo vialky
Latka Plocha peaku [i.j]
5 6 7 8 9 0
TCE 093847 | 1381358| 698124 | 539948 0| 542655
1,1DCE 0 0 0 0 0 0
tDCE 504906 895739 | 331773| 448447| 366859 | 509545
cDCE 0 0 0 0 0 0

Tab. 38. Kometabolicka degradace smésného standardu bakterii RF2

Koncentrace po 7 dnech [ug.l'l] Odstranéni [%]
Latka Cislo vialky Cislo vialky

5 6 7 8 9 0 5 7 8 0
TCE 0,02| 0,34| 0,17| 0,13] 0,00| 0,13}99,98|99,72/99,86]/99,89| 100]|99,89
1,1DCE| 0,00| 0,00/ 0,00/ 0,00| 0,00| 0,00 100
tDCE ]19,10|38,34|10,44|16,21|12,18|19,25]79,25|58,13|88,64 | 82,30 (86,70 | 79,00
cDCE 0,00| 0,00] 0,00] 0,00] 0,00 0,00 100
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V Tab. 38 jsou uvedeny vysledky vypocétenych zbytkovych koncentraci jednotlivych latek
a jejich procentudlni odstranéni. Zbytkové koncentrace byly vypocteny z ploch peaki na-
méfenych po sedmidenni Kultivaci (Tab. 37). Bylo zjisténo, Ze bakterie Comamonas tes-
tosteroni RF2 kometabolicky rozlozila veskery 1,1-dichlorethylen a cis-1,2-dichlorethylen
o pouzitych vstupnich koncentracich viz. Tab. 36. Dale byl touto bakterii rozlozen témét
veskery trichlorethylen (99,98%) a 79% trans-1,2-dichlorethylenu. Zajimavym zjisténim se
jevi fakt, Ze nizka koncentrace 1,1DCE byla odstranéna zcela, ale v piipadé tDCE doslo
pouze k 79%-tnimu odstranéni. Pfitom tDCE byl v pfedchozich pokusech na kometabolic-
kou degradaci bakterii RF2 degradovan snadnéji a s vys§i mirou Gspésnosti, nez tomu bylo
v ptipadé 1,1DCE. Svoji roli zde pravdépodobné sehrala vzajemnd interakce latek smésné-

ho standardu a zvySena kompetice téchto latek o katabolické enzymy.

Tab. 39. Plochy peaki smésného standardu po sedmi-

denni kultivaci (degradace bez ucasti fenol oxigenasy)

Cislo vialky
Latka Plocha peaku [i.j]
10 11 12 0
TCE 67390145 |67190137 | 67886088 | 67488790
1,1DCE | 12522056 | 12570952 | 12741432 | 12611480
tDCE 2057605 | 2153349| 2156122 | 2122359
cDCE 1541991 | 1662234 | 1117142 | 1440456

Tab. 40. Degradace smésného standardu bakterii RF2 bez tcasti fenol oxi-

genasy
Cislo vialky Cislo vialky
Latka Koncentrace po 7 dnech [ug.l'l] Odstranéni [%]
10 11 12 0 10 11]12] e

TCE 123,30| 122,60| 125,10| 123,66 0

1,IDCE| 56,78 57,00/ 57,77| 57,18 0

tDCE 95,80/ 100,54| 100,67 99,00 0

cDCE 87,47| 9328| 6243 80,73 0] 0[2598]4,28

V Tab. 40 jsou uvedeny vysledky vypoctenych koncentraci jednotlivych latek v kapalné
fazi. Tyto koncentrace byly vypocteny z namétenych ploch peaki, uvedenych v Tab. 39 a
predstavuji jejich zbytkové koncentrace ve vialkach po sedmidenni kultivaci. Pouze ve

vialce €. 12 doslo k 25,98%-tnimu odstranéni cDCE, avsak S ohledem na vialky ¢. 10 — 12,
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kde bylo procentualni odstranéni cDCE nulové, se da piredpokladat, ze tento vysledek byl
zpusoben chybou v méfeni. Prestoze bakterie RF2 je schopna do urcité miry rozkladat cD-
CE i bez ucasti fenol oxigenasy (Viz. predchazejici vysledky), pfitomnost ostatnich dichlo-
rethylenti a trichlorethylenu ve zkoumaném smésném standardu méla nesporné inhibi¢ni

vliv na odstranéni cis-1,2-dichlorethylenu v tomto pokusu.
Mira prezivani bunék bakterie RF2 v prostiedi smésného standardu

Pokus byl proveden totozné jako v piedchozich pfipadech. Sestaval se ze Ctyf vialek, vial-
ky €. 1 — 2 byly kultivovany bez smésného standardu a vialky €. 3 — 4 byly kultivovany se
smésnym standardem a byla v nich testovana mira piezivani bunék bakterie RF2 po pro-

behlé kometabolické degradaci smésného standardu.

Tab. 41. Mira piezivani bunék bakterie RF2 v prostiedi smésného stan-

dardu
Desetinné Fedéni
C. vialky Latka 10° 10° 107
[KTJ.cm™]

1|Bez smés. standardu | Neprovedeno 63 7
2| Bez smés. standardu | Neprovedeno 74 8
o | Bez smés. standardu - 68,5 7,5
3| Smésny standard 281 45 7
4| Smésny standard 362 64 11
o | Smésny standard 3215 545 9

Pro vialky & 1 — 2 bylo provedeno desetinné fedéni 10° a 107, Z t&chto fedéni bylo ode-
¢teno 68,5.106; 7,5.107 KTJ.cm?. Ve vialkach &. 3 — 4 bylo provedeno desetinné fedéni
10°, 10°°, 107 a bylo odedteno 321,5.10% 54,5.10% 9.10" KTJ.cm™. Vysledky z pokusu
nenaznacuji, Ze by ptitomnost a degradace latek smésného standardu v pouzité koncentraci

byla toxicka pro buiiky bakterie RF2.
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ZAVER

Cilem reSersni Casti této prace bylo seznameni s problematikou kometabolické degradace
dichlorethylenti (DCES). Ptitomnost dichlorethyleni v podzemnich vodach je dasledkem
aplikaci perchlorethylenu (PCE) a trichlorethylenu (TCE) v riiznych oblastech pramyslu a
dichlorethyleny vznikaji jako jejich dcefiné produkty v procesu zvaném ptirodni atenuace.
Cis-1,2-dichlorethylen je nejc¢astéji vznikajici dcefiny meziprodukt tohoto procesu. Byly
také nastinény mozné biologické metody pro odstranéni dichlorethylenii z kontaminova-
nych podzemnich vod, pti¢emz byl kladen diraz na vyuziti kometabolické degradace. Pod-
statny dil teoretické Casti prace se zabyval schopnostmi riznych bakterii kometabolicky

vvvvvv

blematice z dostupnych védeckych ¢lankd.

Experimentalni naplni prace byla série pokusii na kometabolickou degradaci dichlorethy-
lenti bakterii Comamonas testosteroni RF2 a byla zkoumana mira piezivani bunék této
bakterie po probéhlé kometabolické degradaci dichlorethylenti. Rovnéz byly provedeny
kontroly degradaci dichlorethylenti bakterii RF2 bez tcasti fenol oxigenasy. Krom¢é degra-
dac¢nich pokust dichlorethylent bakterii RF2, byly provedeny degrada¢ni pokusy se smés-
nym standardem, obsahujicim v§echny izomerni formy dichlorethylent a také trichlorethy-
len. Bylo zjisténo, ze bakterie RF2 je schopna s riznou mirou uspé$nosti kometabolicky
odstranit jednotlivé izomery dichlorethylenli a rovnéz nizké koncentrace latek smésného
standardu. Bakterie RF2 Dbyla schopna kometabolicky rozlozit veskery cis-1,2-
dichlorethylen o vstupni koncentraci 1,424 mg.I™ v kap. fazi. Byl testovan i desetinisobek
vstupni koncentrace cDCE (10,11 mg.1™ KF), avsak tato koncentrace byla jiz pilis toxicka
pro bakterii RF2 a nedoslo k Zaddnému odstranéni CDCE. Kometabolické degradaci bakterii
RF2 byl dale podroben trans-1,2-dichlorethylen o vstupni koncentraci (0,968 mg.I" KF) a
1,1-dichlorethylen o vstupnich koncentracich (0,649 mg.I"; 370,8 g™ KF). Trans 1,2-
dichlorethylen byl rozlozen ze 72,17% a 0,649 mg.I™"1,1-dichlorethylenu bylo rozloZeno
ze 46,77%. Snizenim vstupni koncentrace 1,IDCE (370,8 pg.I™* KF) bylo dosaZeno navy-
Seni jeho procentualniho odstranéni z47,77% na 65,45%. Z vysledkli na kometabolickou
degradaci jednotlivych dichlorethylent l1ze odvodit, ze kometabolicky nejsnadnéji rozlozi-
telnym izomerem pro bakterii RF2 je ¢cDCE, naopak 1,1DCE podléha kometabolické de-
gradaci nejméné. Z pokusu na kometabolickou degradaci smésného standardu bylo zjisté-
no, ze bakterie RF2 byla schopna odstranit veSkerych 84,38 pg.l'1 cDCE a 51,43 ug.l'1
1,1DCE. Déle bylo odstranéno 99,89% z plivodnich 122,55 p,lg.l'1 TCE a 79,0%
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z pivodnich 91,58 pg.I™ tDCE. Z pokusii na ovéfeni miry prezivani bundk bylo zjisténo,
ze 1,1DCE pusobi toxicky a pfimo ovlivnil pocty ptezivsich bunék ve zkoumanych vial-
kach. U ostatnich dichlorethylenti a smésného standardu tento negativni ucinek pozorovan
nebyl. Béhem pokust na degradaci dichlorethylent bez i¢asti fenol oxigenasy bylo zjisté-
no, ze bakterie Comamonas testosteroni RF2 dokaze rozkladat cDCE bez ucasti fenolu
jako kosubstratu. V pokusu na degradaci cDCE bez ucasti fenol oxigenasy bylo odstranéno
72,94% z paivodnich 956,8 pg.I* ¢cDCE.

Bakterie Comamonas testosteroni RF2 se jevi jako mozny prostiedek pro remediace lokalit
postizenych chlorovanymi latkami. Neni bézné, aby ¢ista bakteridlni kultura byla schopna
ve vyznamné mife rozkladat vSechny izomery dichlorethylent, tak jako v pfipadé bakterie
RF2. Hodnotnou je zejména skutecnost, ze nejlépe dochazi k rozkladu cis-1,2DCE, ktery je
nejbézngjsim produktem dehalogenace TCE a PCE v kontaminovanych podzemnich vo-
dach. Velkym piekvapenim je potom schopnost kultury RF2 ¢asteéné rozlozit pouzité kon-

centrace cis-1,2-dichlorethylenu bez tcasti fenol oxigenasy.
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