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ABSTRAKT

Principem kometabolické degradace je rozlozit cizorodou latku za specifickych podminek,
kdy pomoci enzymu, pottebnych pro rozklad rastového substratu, dochazi k preméené
nertistového substratu. Cilem této diplomové prace bylo zjistit, zda jsou dfive ziskané
bakteridlni kultury, rostouci na fenolu pii 8 °C a soucasné pii pH 5,2 nebo pii zvySené
koncentraci NaCl, schopné degradovat trichlorethylén (TCE). Ovéfovaci rlstové testy
bakterialnich kultur 1AZS a 5BZS byly tuspésné téméi ve vSech podminkach prostiedi, tedy
pfi neutralnim i mirn€ kyselém pH, teplotach 8 °C i 23 °C a také v pfitomnosti laktatu i bez
néj. Jako pomérné uspésna se ukazala degradace TCE v koncentraci 1,8 mg/I kulturou SBZS,
rostouci na fenolu v kombinaci s laktatem, kdy bylo rozloZeno pii teploté 8 °C a pH 5,2
témer 53 % TCE, pfi teploté 23 °C pak 62 %. Degradace za stejnych podminek prostiedi a
pii snizené vstupni koncentraci TCE (1,2 mg/l), pH 5,2 a teploté 8 °C byla tispé$na témet z
90 %. Degrada¢ni testy v pritomnosti 4 % NaCl vsak pfili§ Gspésné nebyly. Kultury 10AZS
a 8AZS byly 1 ptes sviij dobry rlst schopny rozlozit pouze necelych 30 % a 20 % TCE.

Klicova slova: kometabolicka degradace, nizké pH, nizké teploty, obsah soli, trichlorethylén

ABSTRACT

The principle of cometabolic degradation is to break down xenobiotic substances under
specific condition, where enzymes responsible for the degradation of the growth substrate
concurrently transform non-growth substrates. The aim of this thesis was to determine
whether previously obtained bacterial strains, growing on phenol at 8°C and simultaneously
at pH 5.2 or with increased NaCl concentration, are capable of degrading trichloroethylene
(TCE). Verification growth tests of bacterial strains 1AZS and 5BZS were successful under
almost all environmental conditions, including neutral and slightly acidic pH, temperatures
of 8°C and 23°C, and in the presence or absence of lactate. Degradation of TCE at a
concentration of 1.8 mg/l by strain SBZS, growing on phenol in combination with lactate,
proved relatively successful, with nearly 62% of TCE degraded at a temperature of 8°C and

pH 5.2, as well as at 23°C. Degradation under the same environmental conditions and at a



reduced input concentration of TCE (1.2 mg/l), pH 5.2, and temperature of 8°C was
successful and nearly 90% of TCE was removed. However, degradation tests under
increased NaCl concentration were not very successful. Strains 10AZS and 8AZS, despite
their good growth on phenol in the presence of 4% NaCl and TCE, were able to degrade less
than 30 % and 20 % of TCE.

Keywords: cometabolic degradation, low pH, low temperature, salt content,

trichloroethylene
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UvVOD

V Zivotnim prostfedi (ZP) se vyskytuje mnoho latek, které nejsou piirozeného ptivodu a
které mohou puisobit neblaze na veskeré slozky Zivotniho prostfedi. Rada téchto latek je
vSudypfitomnad, jejich setrvani je dlouhodobé a v mnohych pripadech i beze zmény. V dnesni
dobé je kladen velky diiraz na kontrolu zdvadnych latek, ovSem v minulosti byl pfistup
odlisny. Neprobihalo zadné omezeni vyroby, distribuce ¢i kontrola jejich pouzivani. To vSe
vedlo k nekontrolovatelnému znecisténi prostiedi. V dobé, kdy se zacaly tyto latky testovat,
zjisStovat jejich plisobeni na zivé organismy, ¢i jejich Sifeni a akumulaci, doslo k omezeni
latek s prokazanymi negativni dopady na ZP, a to i pies jejich vynikajici vlastnosti, kvili
kterym byly vyrdbény a pouzivany. Diky omezeni vyroby a kontrole pouzivani jiz
v soucasné¢ dobé nedochazi ke kontaminaci v ramci pouziti, ale spiSe diky neodborné
manipulaci pii prepravé ¢i skladovani. Trichlorethylén (TCE) je vicechlorovany ethylen se
spoustou vynikajicich vlastnosti, ale i s velkym mnozstvim nebezpecnych a Skodlivych
¢inki. V dnesni dobé je v CR pouzivan pouze jedinym chemickym zdvodem Spolanou a.s.,
Neratovice, jako extrakéni rozpousStédlo pii vyrobé kaprolaktamu. Podstatnd vétSina
kontaminace tedy pochazi ze starych ekologickych zatézi a tyka se pud, sedimentl 1
podzemnich vod, u kterych je znec¢iSténi vaznym celosvétovy problémem. Jelikoz vykazuje
TCE perzistentni vlastnosti, kontaminace v podzemich vodach je mistné vysoka. Touto
problematikou se zabyvala jiZ spousta studii, pfi kterych byly zjist€ény moZnosti odstranéni
TCE z podzemnich vod a ptid pomoci mikroorganismti. Moznosti biologickych degradaci je
vice, v zavislosti na obsahu vzduchu v prostfedi a jinych podminkéach. VSechny zptsoby
biodegradace maji své klady i1 zapory, ovSem znacnou pozornost v soucasné dobé vzbuzuje
aerobni kometabolicka degradace. Tyto procesy se zdaji byt Gspésné, ovSem byly doposud
prokazany pti optimalnich podminkéch, tedy teploté okolo 20 - 25 °C, neutralnim pH a nizké
salinité. JelikoZ se prevazna ¢ast kontaminace TCE nachézi v podzemnich vodach, kde se
teploty pohybuji v mnohem niz8ich hodnotach, pH nebyva vzdy neutralni, ale nékdy je mirné
kyselé a obcasné je i vyssi salinita, bylo cilem této diplomové préce zjistit, zda je mozna
aerobni kometabolickd degradace TCE bakteridlnimi kulturami pfi nizkych teplotich a

soucasn¢ pii pH okolo 5 nebo mirn¢€ zvysené salinitg.
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I. TEORETICKA CAST
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1 TRICHLORETHYLEN

H Cl

Cl Cl

Obrazek 1 Strukturni vzorec
Trichlorethylénu (Bonvallot a kol., 2010)

Trichlorethylén (TCE), jinymi ndzvy Triklone, Neutri, threthylen, 1-chloro- 2,2-
dichlorethylen, triad, cecolene, Chlorylen, Triasol, Triol a dalSich. Latka antropogenniho
puvodu tazend do skupiny chlorovanych uhlovodiki, schemickym vzorcem CoHCIs.

(Bonvallot a kol., 2010, IRZ, 2023)

1.1 Vlastnosti, pouZziti, vyskyt a vyroba trichlorethylénu

1.1.1 Vlastnosti

Zapachajici bezbarva kapalina, vyssi hustoty a viskoznéjsich vlastnosti. (Mattes a kol., 2010,
Dolinova a kol., 2017). Syntetickd, perzistentni, toxickd organicka latka (Zalesak a kol.,
2021), patiici mezi vyssi chlorované ethyleny, s teplotou tdni — 86 °C a teplotou varu 87 °C.
Latka vykazujici se vysokou tékavosti, nizkou rozpustnosti ve vod¢ a dobrou rozpustnosti
v organickych rozpoustédlech. Jeho hustota je 1465 kg/m>. (Mattes a kol., 2010, Dolinova a
kol., 2017).

Vynika vybornou odmastovaci schopnosti, nekorozivnosti a nehotlavosti. (Rtzicka, 2004,
Bonvallot a kol., 2010, IRZ, 2023) N&kteii autoii soudi, Ze se jednd o latku vSudypiitomnou
v zivotnim prostiedi z divodu nevhodné manipulace, nevhodného skladovani ¢i neopatrné
likvidace. (Wu a kol., 2022) Vyskyt TCE je spolu s perchlorethylénem (PCE) detekovan
v podzemnich vodach a pudach po celém svété (Zalesak a kol., 2017, Wu a kol., 2022) a

byva nejbéznéjsim kontaminantem podzemnich vod v primyslovych a vojenskych aredlech.

(Azizian a kol., 2007)
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TCE 1 jemu blizké latky jako PCE, cis-1,2-dichlorethylen (cDCE) a vinylchlorid (VC)
vykazuji toxické a karcinogenni vlastnosti, diky kterym jsou tyto latky ve Spojenych statech
uvedeny na prioritnim seznamu nebezpecnych latek. (Gaza a kol., 2019) Dle nafizeni
REACH (1907/2006) je TCE uveden na Kandidatni listin¢ latek vzbuzujicich obavu a
pouziti podléhd po celé Evropské unii autorizaci. V podzemnich vodach i pudéach jsou
stanoveny limitni hodnoty TCE. Limitni koncentrace v pitné vodé je stanovena na 5 pg/l,

limit v pade¢ je pro kontrolu znecisténi 20 mg/kg. (Wu a kol., 2022)

1.1.2 Pouziti

Trichlorethylén ma Siroké uplatnéni a je vyuzivan po celém svété vice nez pul stoleti.
V minulosti byl vyuzivan jako vykutfovaci pesticid, extrakéni ¢inidlo pro rostlinné oleje, ¢i
jako anestetikum v medicing. PouZziti nalezl v cel¢ fadé odvétvi od prumyslového,
chemického, zemédélského, komeréniho az po vojensky. (Mattes a kol., 2010, Zalesak a
kol., 2017, Dolinova a kol., 2019, Wu a kol., 2022) V soucasné dob¢ je vyuzivan primarné
pro ¢isténi kovovych dila. Lze jej nalézt i v nékterych ptipravcich pro bézné pouziti, ¢i
domécnost, kdy byva soucasti naptiklad odstraiiovacii barev, lepidel a skvrn, a
také ptipravkil na odstraiiovani chyb pfi psani na strojich. Pouziva se také jako surovina pro
vyrobu riznych halogenovanych sloucenin, naptiklad chladiv (CFC, HCFCs a HFC).
(Mattes a kol., 2010, Wu a kol., 2022)

1.1.3 Vyskyt a vyroba

Vyskyt PCE a TCE je v nepatrnych koncentracich zplsoben piirozenou produkei -
biosyntézou motskymi fasami (Dolinova a kol., 2017), ovS§em mnoZzstvi takto vzniklého PCE
¢i TCE je zanedbatelné, ptevazna Cast kontaminace v zivotnim prostiedi je zpiisobena
pouzivanim v pfedchozich letech, tniky pii vyrob&, manipulaci, ptrepraveé, ¢i neodborné
likvidaci. V soucasné dob& jsou nejvyznamnéjSimi zdroji staré ekologické zatéze.

(Bonvallot a kol., 2010)

TCE 1 PCE, tedy vyssi chlorované ethyleny, jsou primarnimi kontaminanty, zatimco nizsi
chlorované ethyleny jako vinylchlorid (VC), cis-dichlorethylén (cDCE), trans-1,2-

dichlorethylen (tDCE) jsou pievazné sekundarnimi kontaminanty, vznikajicimi predevs§im
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pfi anaerobni mikrobialni degradaci vys§ich chlorovanych ethylenti. Cast VC mize byt i
primarnim kontaminantem pii vyrobé polyvinylchloridu (PVC). Nepatrna cast nizSich
chlorovanych etyléni mize vznikat i1 piirozené, napiiklad vznik VC béhem piirozenych
abiotickych pldnich reakci mezi huminovymi kyselinami, Zelezem a chloridy.
Chlorethylény s niz§Sim poctem chloridovych substituentll vykazuji vétsi toxicitu, nez

chlorethylény s vys$Sim poctem chloridovych substituentd. (Dolinova a kol., 2017)

Trichlorethylén se vyrabi zahtfivanim kyseliny dichloroctové (DCA) s Cl, a FeCls, chloraci
acethylenu ¢i dehydrochloraci kyseliny trichloroctové (TCA). (Bonvallot a kol., 2010,
Mattes a kol., 2010, IRZ 2023)

1.2 Vliv na zdravi a Zivotni prostredi

TCE je povazovan za kontaminant se Skodlivymi G¢inky na lidské zdravi i ekosystém. (Wu
a kol., 2022) I ptesto se diky svym vybornym vlastnostem a hojnému vyuziti v minulych
letech vyskytuje ve vSech slozkach Zivotniho prostfedi. Ve vyssich koncentracich ohrozuje
zdravi Zivo€ichil 1 ¢lov€ka. Zdravotni rizika jsou vaZzna az pfi vyssi expozici, avSak hrozi zde

riziko rakoviny a mutagenity. (Bonvallot a kol., 2010, IRZ 2023)

Vstup TCE do organismu je predevsim jeho inhalaci a ovlivituje hlavné nervovou soustavu.
Délka expozice urcuje, jak moc zdvazné dopady zpiisobi, a to od lehkych zdravotnich
komplikaci jako je bolest hlavy, zmatenost ¢i zavraté, aZ po tézké zdravotni problémy, které
mohou zptsobit i smrt. Pro ¢lovéka je TCE oznafovan jako mutagen a pravdépodobny lidsky
karcinogen skupiny 2A, ktery mize zvySovat rizika rakoviny mnohych organt, naptiklad
ledvin, jater, zlucovych cest, jicnu, ale i rakovinu délozniho ¢ipku ¢i rakoviny prsu. Mimo
to se TCE chova jako endokrinni disruptor a zplsobuje poskozeni kiize, oci s moZnosti
nevratného poskozeni zraku. Zpiisobuje také halucinace, nevolnost, zvraceni, ztratu paméti,

deprese a nevolnost. (Bonvallot a kol., 2010, Wu a kol., 2022, IRZ, 2023)

Pti proniknuti TCE do organismu miZze dochédzet k jeho rozpadu na chloralhydrat,
dichloracetaldehyd a kyseliny dichloroctovou nebo trichloroctovou. VSechny tyto produkty
rozpadu jsou toxické pro zvifata a toxicita se predpoklada taktéz u lidi. Pii priniku do krve
se vétSina TCE v jatrech pfeméni na jiné latky, které se z téla béhem jednoho dne dostanou
moci, je také snadné jeho vydychani. Nekteré zbytky TCE ¢i latek vzniklych jeho rozpadem

se mohou usazovat v té€lesném tuku, a to po dobu expozice této latce. (Bonvallot a kol., 2010)
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Pti kontaminaci vod dochazi k ohrozeni vodnich organismli a naruSeni rovnovahy celého

ekosystému. (Bonvallot a kol., 2010, IRZ 2023)

Jelikoz se jedna o tékavou latku, vyskytuje se TCE v atmosféte pouze v plynné fazi a jeho
rozklad probiha reakcemi s volnymi radikaly ¢i plisobenim zéafeni. Reakcemi s volnymi
radikaly dochazi ke vzniku formylchloridu a fosgenu. N¢které procesy rozkladu mohou
ptispivat k tvorbé fotochemického smogu. TCE vstupuje do chemické reakce také s atomy
chromu za vzniku kyseliny trichloroctové. (Bonvallot a kol., 2010, IRZ, 2023) Vlivem
mobility a prisaku dochézi k siteni TCE ve vodonosnych vrstvach s prianikem az do vrstev
pod hladinou podzemni vody. T¢kavé vlastnosti nasledné zajistuji jeho uvolnéni do
nenasycené pudni zony ¢i atmosféry. (Dolinova a kol., 2017) Jeho biodegradace v pude¢ je
velmi pomala. Trichlorethylén pfitomny ve vodach vétSinou podléhd vytékani zpét do
ovzdusi, nebo dochazi k jeho rozpadu, jehoz rychlost ve vodach povrchovych a podzemnich
se vyrazn¢ lisi. Pokud nedojde k vytékani, je silné¢ vazadn na pevné Castice, kudy se
usazovanim dostava do sedimentd. Jeho bioakumulacni potencial je oznacovan jako nizky

az sttedni. (Bonvallot a kol., 2010, IRZ 2023)

V kontaminovanych piidach i podzemnich vodach dochézi k pfirozené transformaci TCE a
PCE na méné chlorované produkty. VeétSina téchto procestt probiha za anaerobnich
podminek v pfitomnosti degrada¢nich bakterii, mezi které patii rody Dehalobacter,
Dehalospirillum ¢ Dehalococcoides. Tyto procesy ovSem vedou ke vzniku méné
chlorovanych ethylent, kdy vSak se snizujicim se poc¢tem chlorovanych substituentl klesa
tendence téchto xenobiotik podléhat dalsi redukéni dechloraci. Méné chlorované ethyleny
jsou velkym problémem kviili jejich toxickym vlastnostem, pfedev§im u vznikajicich cDCE,
tDCE a 1,1 DCE, ale i dlouhodobému setrvani v podzemnich vodach. Tyto sekundarni
kontaminanty maji tendenci k rozkladu za spiSe podminek aerobnich. (Zalesak a kol,. 2017)

V tabulce 1 je uveden piehled negativnich vlastnosti TCE.
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Tabulka 1 Klasifikace nebezpecnych vlastnosti (ECHA, 2023)

Hodnot ,
Kategorie nebezpeci ocno il, H-véty Ucinky
nebezpeci
Ziravost/drazdivost
HTAvOSHCraZaIvost pro 2 H315 Drézdi odi a ki,
ktzi
Vézné poskozeni oci . C e, v ixr o x
s, 2 H319 Zpusobuje vazné podrazdéni oci.
/podrazdéni oci
Mutagenita v zarode¢nych Podezieni na genetické
s 2 H341 y ,
bunkach poskozeni.
Karcinogenita 1B H350 Muze vyvolat rakovinu.
Toxicit ifické :
OX“,:I 2 p o SI,)GCI feke Muze zptsobit ospalost nebo
cilové organy — 3 H336 L
. , , . zavrate.
jednorazova expozice
Nebezpecny pro vodni Skodlivy pro vodni organismy, s
" 3 H412 o
prostiedi dlouhodobymi ucinky.

1.3 Biodegradace

Biodegradace neboli biologicky rozklad 1ze definovat jako proces, pifi kterém dochézi
k preméné sloZzitych organickych sloucenin na jednodussi. Biodegradaci I1ze tedy zjednodusit
strukturu organickych latek az na jednoduché organické latky, c¢asto s néslednou
mineralizaci za vzniku vody a CO.. K tomuto procesu dochdzi vlivem biotickych a
abiotickych faktorii, pficemz dulezitéjsi jsou v tomto piipad¢ biotické faktory. Pfeména
slozitych organickych latek na jednoduché byva postupna - biotransformaci vychozich latek
vznika cela fada meziprodukti, které jsou nasledné mineralizovany. (Nzila, 2013, Zihlova,

2013)

Ovlivnéni biologického rozkladu je zplsobeno zejména strukturou dané organické
slouCeniny, kdy urcit¢ funkéni skupiny mohou rozklad zjednoduSit ¢i naopak ztiZit.
Biologicka rozlozZitelnost je také zavisla na rozpustnosti jednotlivych sloucenin, ktera
ovlivituje jejich chovani v prostfedi, a také na biologické dostupnosti latek pro organismy.
Tato je taktéz ovlivilovdna fadou faktori, napi. schopnost pienosu latky pftes
cytoplazmatickou membranu. V piidach ¢i sedimentech zalezi biologickd dostupnost pro

organismy na fyzikalné-chemickych procesech. Ztizenou biologickou dostupnost muze
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zpisobovat sorpce organickych latek na biomasu ¢i na anorganické ¢astice ¢i tvorba
komplexii nebo srazenin. DalSim faktorem ovliviiujicim biodostupnost mize byt interakce
hydrofobniho polutantu s ostatnimi latkami, které ve smeési tvofi nevodnou kapalnou fazi.

(Nzila, 2013, Zihlova, 2013)

Vyznamny podil na biodegradovatelnosti organickych latek maji podminky prostfedi. Ve
zvodnélych vrstvach dochdzi Casto ke koexistenci riznych skupin bakterii, ty maji vici
chlorethenim odliSnou metabolickou aktivitu, ktera je zavisla na podminkach prostiedi, tedy
zejména jedna-li se o aerobni ¢i anaerobni prostfedi. (Dolinova a kol., 2017) DalSim
faktorem je ptitomnost riznych druhti degradac¢nich mikroorganismu a nékteré fyzikalné-
chemické vlastnosti. Zasadnim fyzikalnim faktorem ovliviiujicim biologickou rozlozitelnost
je napt. teplota, na které zavisi rychlost metabolismu. V ptipadé vyssi teploty se vétSinou
zvySuje 1 rychlost biodegradace, kdy nejrychlejsi byva pfi teplot€¢ v mezi 30 - 40 °C,
v z&vislosti na druhu mikroorganismu. Vyznamny faktor je rovnéz hodnota pH, kdy
zpravidla nejvhodnéjsi byva neutralni, ovSem vzdy zalezi na druhu mikroorganismu, jelikoz
nckteré¢ preferuji spiSe kyselé pH, jako napiiklad houby. pH prostiedi mize byt také
ovlivnéno samotnou biodegradaci, kdy mlze dochazet k jejimu snizeni vlivem vzniku
nékterych kyselin. Kyselé pH prosttedi 1ze upravit neutralizaci, napt. hydroxidy a naopak ke
snizeni pH je mozné vyuzit slabych kyselin. Ovlivnéni biodegradace mize nastat také
vlivem nepfitomnosti, ¢i omezené koncentrace molekularniho kysliku, a to v ptipad¢, kdy je
k degradaci polutantu jeho pfitomnost nutni. Problémy s nedostatkem kysliku byvaji
vétSinou v pudach a sedimentech, jelikoZ je jeho koncentrace zavisla na obsahu vody.
S prili§ vysokym obsahem vody dochdzi k naplnéni vétSiny pidnich pord vodou, coz
nasledné zté¢zuje difuzi kysliku. Pokud vSak neni akceptorem elektronti kyslik, je diilezita
pfitomnost jinych termindlnich akceptori elektronii (dusi¢nanti, sirand aj.). V ptipadé
kometabolické degradace je nutnd pfitomnost primarniho substratu, bez kterého by
k degradaci polutantu nedoSlo. Pfi aerobni kometabolické biodegradaci je zéasadni
pfitomnost mikroorganismi se schopnosti rozkladat danou organickou latku. Tyto
mikroorganismy museji obsahovat vhodné enzymy pro rozklad dané organické latky. Pokud
by mikroorganismy nebyly t€émito enzymy vybaveny, biodegradace by neprobé¢hla. (Nzila,
2013, Zihlova, 2013)

Neméné dulezity faktor pii biodegradaci je koncentrace samotné organické latky, ktera
ovlivituje svou vlastni rozlozZitelnost; zejména v ptipadé zvysenych ¢i vysokych koncentraci

se Casto uplatiiuje toxicita. RozlozZitelnost je dale zasadné ovliviiovana pfitomnosti nékterych
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anorganickych zivin, zejména dusiku a fosforu. Pokud dojde k zasobeni mikroorganismii
témito zivinami, naptiklad hnojenim, dojde casto i ke zlepSeni biodegradace. Optimalni
pomér zivin (nejcastéji C : N : P) lze gzjjistit empiricky, ¢i odhadnout pomoci

stechiometrickych vypoétil. (Nzila, 2013, Zihlova, 2013)

1.3.1 Biodegradace TCE

Biodegradace chlorovanych alifatickych sloucenin, mezi které patii i TCE, byva vétSinou
zakoncena biomineralizaci, ov§em neni pravidlo, ze se dany polutant vzdy upln¢ rozlozi.
V nékterych piipadech mize biostransformaci dojit ke vzniku meziproduktu, ktery dale
nemohou mikroorganismy degradovat. (Nzila, 2013) Chlorované etheny maji toxickou
povahu, jsou perzistentni, ale za urcitych podminek existuji moznosti, kdy podléhaji
mikrobidlnim degradacim. (ZaleSdk a kol, 2021) Mikrobidlni degradace téchto latek ma

nékolik krokd, které na sebe jednotlivé navazuji. (Dolinova a kol., 2017)

V dnesni dob¢ jsou znamé 4 mozné zpusoby mikrobidlni degradace TCE v podzemni vodé
apude€. V aerobnim prostiedi to je jednak degradace metabolicka, kdy je TCE vyuzivan jako
donor elektrond (rGstovy substrat), a jednak degradace kometabolickd, vyzadujici
pfitomnost jiného substratu pro bakterialni rist a indukci enzymi. V anaerobnim prostredi
pak mohou probihat jak metabolicka, tak kometabolické transformace na nizechlorované
ethyleny; pfi nich dochazi k dechloraci TCE coby akceptoru elektronii a bakteriim slouzi

jako rastovy substrat zcela jiné latky. (Dolinova a kol., 2017, Wu a kol., 2022)

Anaerobni redukcéni dechlorace

Anaerobni redukéni dechlorace je reakce v anaerobnim prostfedi, kdy trichlorethylén
vystupuje jako akceptor elektroni a vodik jako donor elektrond spolu s organickym
substratem jako zdrojem uhliku. Jako donory elektronii je mozné vyuZivat jak zminény
vodik, tak r0zné jednoslozkové ¢i viceslozkové substraty, které vodik uvolnuji.
Z jednoslozkovych substratil 1ze pro dehalogenac¢ni bakterie pouzit naptiklad acetat, laktat,
formiat, benzoat, methanol, ethanol, glukézu ¢i propionat a fadu dalSich. Z viceslozkovych
je mozné vyuziti naptiklad emulgovanych rostlinnych olejii, melasy, syrovatky, mouky ¢i
jinych latek, n€kdy 1 sucasti povrchové aktivnich latek. Pomoci mikrobidlni redukéni

dechlorace dochézi priméarné ke vzniku cDCE. (Dolinové a kol., 2017, Wu a kol., 2022)

Jelikoz pii tomto procesu je jen malé mnozstvi bakterii schopno degradovat uhlovodiky

s nizkym poctem atomu chloru, v disledku téchto skutecnosti casto dochéazi ke kumulaci
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nizkochlorovanych ethenti (cDCE a VC) v mistech, kde dochazi k degradaci TCE pomoci

této anaerobni respirace.

Rychlost dehalogenacni respirace TCE Ize proto v podzemnich vodach ovlivnit pfidanim
donoru elektronii - dojde tim vSak nc¢kdy také ke stimulaci aktivity konkurencnich
mikroorganismu. Napf. boj o vodik mezi populacemi anaerobnich mikroorganismti probiha
ruzné, v disledku jeho rtznych koncentraci. Pfi vysokych koncentracich jej mohou
methanogeny vyuzit k metanogenezi, naopak pii jeho nizkych koncentracich maji
dechlorujici bakterie vétsi afinitu k vodiku a mohou tak methanogeniim konkurovat.
Pomalym uvoliovanim vodiku zkomplexnéjSich zdroji tedy dochazi k podpote

dechlorujicich bakterii. (Dolinové a kol., 2017)

Podobné mize dle Pantazidou et al. (2012) dochazet ke zpomaleni dechlorace chlorovanych
ethylent vlivem ptipadné soubézné redukce sirant; divodem je nejspiSe akumulace sulfidd,
coz prokazal i Berggeren et al. (2013). Naopak, pfi studii v mikrokosmu bylo dle Harkness
et al. (2012) prokazano, ze ptidani siranti vede k vétsi ucinnosti dechlorace. Podle Robinson
et al. mohly byt tyto vysledky ovlivnény zvySenim pH béhem redukce sirani do mirné
zasaditého pH, které je pro dechlorujici bakterie oproti kyselému pH piiznivé. (Dolinové a

kol., 2017)

Mezi riznymi bakteridlnimi kulturami, které degraduji chlorované ethyleny, miize nastat
kompetitivni inhibice, ktera ovlivituje celkovou degradaci. Napiiklad vicechlorované etheny
ovlivituji rychlost redukéni dechlorace méné chlorovanych, naopak méné chlorované etheny
minimalné ovliviiuji redukéni dechloraci vice chlorovanych. To znamend, Ze naptiklad PCE
ovlivituje dechloraci TCE, TCE ovlivituje dechloraci cDCE a VC a cDCE ovliviiuje
dechloraci VC. OvSem dle DiStefana (1999) bylo prokazano, Ze dechlorace VC se
v pfitomnosti vysSich chlorovanych ethent zpomali, protoze v pribéhu ¢asu dochazelo ke

snizeni dechlorace VC, ale ptidanim PCE se G¢innost opét zvysila. (Dolinova a kol., 2017)

Redukéni dechloraci mohou ovliviovat také riizné biologické aspekty, fyzikalné-chemické
faktory €1 koexistujici polutanty. Dllezité fyzikalné-chemické faktory majici vliv na rlst
mikroorganismi, jejich metabolismus, enzymatickou aktivitu; dalSi vliv na rychlost
anaerobni degradace maji pH, teplota ¢i obsah kysliku. Ve vicero studiich bylo také

prokazano, ze koexistujici polutanty mohou biodegradaci TCE inhibovat. (Wu a kol., 2022)

Anaerobni dehalogenace TCE je mozna pii teplotach v rozmezi 7 — 27 °C. Optimalni

teplotou anaerobni dechlorace je dle studie Gazy a kol. (2019) 22 °C. Pfi ostatnich teplotach
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probihala degradace pomaleji. Pii teploté 5 °C a 29 °C jiz k degradaci nedochazelo. (Gaza a
kol., 2019)

Pti studii Friise a kol. (2007) byla studovana teplotni zavislost anaerobni dechlorace TCE
pii teplotach mezi 4 — 60 °C. Z vysledki studie bylo patrné, ze maximalni teplota dechlorace
je do 40 °C, pti vyssich teplotach jiz dechlorace neprobéhla. Mezi 10 — 30 °C byla
pozorovana dechlorace TCE az na ethen s nutnym zasobovanim laktatem ¢i propionatem.

Pti 4 °C byla dehalogenace TCE zastavena na cDCE. (Friis a kol., 2007)

Nedostatek zdroji energie (donori elektrontt) ¢i dechloraénich mikroorganismu byva ditvod
nizké degradace v podpovrchovych prostiedich. Uplna dechlorace pomoci MO je zavisla na
teploté a vyskytu MO. Ze studii Ellis a kol. (2000) a Major a kol. (2002) je prokazana uplna
dechlorace chlorethenli v podzemnich vodach s teplotou 4 °C — 30 °C. Pii studii He a kol.
(2003) byla optimalni teplota dechlorace ve smiSenych i €istych kulturach pozorovéna pfi
22 °C. K uplné dechloraci na ethen doslo pfi maximalni teploté 30 °C a minimalni teploté
10 °C, kdy byla kultura zasobovana laktatem. K ¢aste¢né dechloraci na ¢cDCE doslo pfi
maximalni teploté 40 °C a pfi minimalni teploté 10 °C s kulturou zdsobovanou laktatem, pti
4 °C jiz doslo k zastaveni dechlorace. Rychlost dechlorace byla nejvyssi pti 30 °C, stejné
jako maximalni rychlost ristu mikroorganismi. Dechlorace cDCE na ethen vykazuje vétsi
teplotni rozsah, kdy probiha dechlorace nejvyssi rychlosti pfi teplotach mezi 15 — 30 °C,
stejné jako rust biomasy. Vysledky této prace ukazaly vhodnost Gplné anaerobni dechlorace

pfi teplotach v rozmezi 15 — 30 °C. (Friis a kol., 2007)

Aerobni piima oxidace

Dalsi moznosti biodegradace trichlorethylénu je pfima aerobni oxidace, kterd je zaloZzena na
moznosti nékterych aerobnich bakterii vyuzivat TCE jako zdroj uhliku a energie. Produkty
oxidace jsou voda a oxid uhli€ity, coz jsou latky, které nikterak neohrozuji ani neptsobi
neblaze na ostatni mikroorganismy, které jsou pfitomné ve vodé¢. Pii pfimé oxidaci je
degradaci TCE mikroorganismy ziskavan organicky uhlik a energie a jelikoz nevyzaduje
zadny pomocny substrat a kyslik je pfimo vyuzivan k biodegradaci, je tato degradace
povazovana za slibnou biotechnologii. (Wu, a kol., 2022) K této degradaci dochazi i pfi
velmi malych koncentracich kysliku a bakterie vykazuji schopnost pfezit v anoxickém
prostiedi 1 po dobu del$i nez 1 rok. (Dolinova a kol., 2017). Zatimni slabinou jsou

nedostatecné znalosti o téchto mikroorganismech.
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Utinnost oxidaéni degradace je vy$§i u jednotlivych chlorethenti (napf. TCE), u smési

ucinnost i rychlost degradace TCE klesa v ptitomnosti jiného chlorethenu. (Dolinova a kol.,
2017). Protoze kromé TCE podléhaji pfimé aerobni oxidaci i nizechlorované ethylény,

existuje moznost kombinované anaerobni — aerobni degradace obou vySechlorovanych

ethylenti - PCE 1 TCE (viz obr. 2)

Anaerobniredukce Aerobni oxidace
Cl Ci
\ ’
/C = c\ PCE 4 e Lt il = = —»
Primdmi substrdt v podobé €l Cl
organického uhliku cl H CO,
TCE »
Cr
\ ’
c=c, ¢DCE >
l H,0
b} 4
Cr g ~ vc ’
H l Pnn};a.rm substrdt je
= ; s nezbytny pouze pro
Oxidovany organicky H\ > H navozeni kometabolické
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Obrézek 2 Anaerobni redukce a aerobni oxidace chlorovanych ethylenii
(Tiehm a kol., 2011)

Ve srovnani s redukéni dechloraci, ¢i kometabolickou degradaci neni nutné pii aerobni
metabolické degradaci dodavat mikroorganismtim ristovy substrat, a veskery kyslik je tedy
vyuzit Cisté pro biodegradaci TCE. Z doposud provedenych studii je patrné, ze aerobni
metabolickd degradace TCE by mohla byt stabilni v dlouhodobém méfitku a je mozné za
ruznych podminek, kdy jako optimdlni se jevi teplota 23 °C, pH 7 a pfitomnost kysliku o
koncentraci alesponi 0,5 mg/l. (Gaza a kol., 2019)

Anaerobni kometabolicka degradace

Biodegradace trichlorethylénu je mozZna také za pomoci anaerobni kometabolické redukéni
dechlorace. Takto je mozné kometabolizovat TCE za pfitomnosti jinych akceptort
elektronti. Tato dechlorace byla poprvé objevena v methanogennich kulturach, které za

anaerobnich podminek dechloruji trichlorethylén za pfitomnosti pro né béznych akceptora
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elektronti (CO2). (Wu a kol., 2022). U jinych chlorovanych ethylenti byla anaerobni oxidace
zjiSténa Bradleym a kol. u DCE, a to pomoci bakterii za podminek redukce Mn (IV), a také
Bradleym a Chapellem byla zjisténa oxidace VC za podminek redukce Fe (III). Bradleym a
kol. byla rovnéz pozorovana oxidace VC a DCE v pfitomnosti huminovych kyselin a
redukce Fe (III), sulfatd, a také za podminek vhodnych pro methanogenezi. Bakterie, které
by byly schopné anaerobni oxidace VC a DCE, vsak nebyly doposud izolovany. (Dolinova
a kol., 2017)

Aerobni kometabolicka degradace

Aerobni kometabolicka degradace, tedy ¢tvrtd moznost bakterialni degradace TCE, pfi které
je zapotiebi kyslik, nepfinasi zadné benefity pro pfislusné bakterie (nebo jen nepatrné).
Kometabolimus je proces, ktery je v zdjmu mnoha studii. Poprvé byl tento proces popsan
Wilsonem a Wilsonem, kdy byla prok4zana biodegradace TCE na oxid uhli¢ity. Pii této
reakci je nutné pridat urCity substrat, jako hlavni zdroj uhliku pro odpovédné bakterie. (Wu
akol., 2022) Degradace je katalyzovana enzymem, ktery je indukovan ristovym substratem.
Jako nejucinnéjsi substrat je Casto oznacovan toluen, dal§i moZnosti vSak jsou amoniak,
alifatické slouceniny jako napf. propan, jiné aromatické latky jako fenol ¢i kumen. Dle
Tiehma a kol. (2008) je mozné pouzit i VC jako pomocny substrat pii degradaci cDCE.
(Gaza a kol., 2019, Wu a kol., 2022)

vvvvvv

patii salinita, koncentrace substratu, teplota, pH, povrchové aktivni latky, koncentrace
kovovych iontl. Pfi zvySeni salinity se okamzité snizuje rychlost degradace TCE kulturami,

které oxiduji toluen. (Wu a kol., 2022)
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2 KOMETABOLISMUS

Kometabolismus je jeden ze zplisobit mikrobiologické degradace. Do podvédomi se dostal
v 50. letech 20. stoleti. Princip spociva ve schopnosti urcité skupiny mikroorganismi
preménit nertistovy substrat v pfitomnosti riistového substratu. Jelikoz kometabolizovany
substrat nevstupuje do biosyntetickych metabolickych drah (nebo vstupuje jen nepatrn¢),

nedochazi pfi jeho rozkladu k vyraznému mikrobialnimu rastu. (Suttinun a kol., 2013)

Cetné studie prokéazaly potencial nékterych mikroorganismi transformovat TCE a jiné nizsi
chlorované etheny pomoci aerobniho kometabolismu. Vysledky prokazaly schopnost
riznych substrati stimulovat kometabolismus chlorovanych alifatickych uhlovodikt za
aerobnich podminek, pficemz aromatické substraty mohou podnitit aerobni kometabolismus

trichlorethylénu, DCE, t-DCE a VC. (Azizian a kol., 2007) Ptiklad je uveden na obr. 3.

G"":!
X
[J c
Toluene (growth substrale) : N
| Cl Cl

ﬂ- NAD

TCE (Co-metabolized substrate)
0. Toluene /_-
i mono- cl, ©
H,0 T —
N oxygenase \’ al >A\C|
NAD |
v CH, TCE epoxide
H
I
|
Intermediary | > Cl
metabolism. I
Generation of Y
reducing power
& Dichloroacetate,

G " glyoxylate, formate
\ JTOWL / and CO,

Microbial cell

Obrazek 3 Ptiklad kometabolické degradace TCE s toluenem jako rstovym
substratem (Rehm a kol., 2000)
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2.1 Kometabolismus TCE

Pii aerobnim kometabolismu chlorovanych rozpoustédel dochédzi ke vzniku novych
produktii ve formée urcitych sloucenin, pfi¢emz v zavislosti na slozeni mohou byt pro bunky
nevyuzitelné, nékdy toxické a jen obCasné prospésné. Vzniklé produkty vSak mohou byt
v nékterych pfipadech mineralizovdny jinymi pfitomnymi organismy. (Suttinun a kol.,

2013)

Schopnost kometabolické degradace bez uhlikového ¢i energetického piinosu ma mnoho
metanotrofnich bakterii, ¢i bakterii schopnych degradace toluenu, fenolu, kumenu,
amoniaku, methanu, propanu, ethanu, ethenu, isoprenu ¢i kyseliny 2,4-difenooxyoctové.

(Dolinova a kol., 2017)

Rychlost kometabolické degradace je niz$i ve srovnéni s metabolismem ristovych substrati,
coz znamend, ze vycerpanim substratu dochazi po urcité dobé k zastaveni procesu
degradace. Rychlost degradace chlorethyleni je ovliviiovana typem chorethentl, jejich
koncentraci, ¢i kombinaci vice a méné chlorovanych ethenti a cely proces degradace je
zavisly na procesu pestovani bakterialni kultury urcené k degradaci chlorethent. (Dolinova

akol., 2017)

2.1.1 Princip

Prvnim krokem aerobni kometabolické degradace je primarni bakterialni epoxidace dvojné
vazby uhlik-uhlik, kterd je zahdjena mono a dioxygenazami, za tvorby TCE-epoxidu. Ten je
velmi reaktivni a mize mit fadu Skodlivych uc¢inkt v bunikach, ale také podléhd hydrolyze
az na COg, chlorid, kyselinu mravenci, dichloroctovou a nékdy 1 dalSi produkty. Pfi
kometabolické degradaci TCE tak je nutno produkeci tohoto toxického metabolitu ocekévat,
protoze muze vést k poSkozeni degradacni kultury a ovlivnéni aktivity enzymi s naslednym

poklesem degradac¢ni ti¢innosti. (Dolinova a kol., 2017)

K zahgjeni aerobni kometabolické degradace TCE dochazi pomoci enzymil ze skupiny
monooxygendz a dioxygenaz. Tyto oxygenazy vSak nebyvaji v bakteridlnich organismech
produkovany trvale. Jejich produkce je zahdjena pfitomnosti induktoru, kterym jsou velmi
Casto konkrétni riistové substraty, uvedené vyse v textu (isopren, toluen, propan, fenol.

amoniak, propan, metan, kumen aj.). (Suttinun a kol, 2013, Zwineng a kol., 2022)
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Rychlost premény TCE je individualni u jednotlivych bakterii v zavislosti na konkrétnim
enzymu a na odolnosti vii¢i vznikajicimu TCE-epoxidu. Dle Aziziana a kol. (2007) mivaji

zpravidla nejvyssi rychlost degradace TCE bakterie s enzymy ortho-monooxygenazami.

Cl 0 Cl
\ / fenol 2-monooxygendza \ / \ /

» C— ¢
/ \ kyslik, NADPH /

Cl H
Trichlorethylen TCE-epoxid
Spontanni
hydrolyza
Kyselina glyoxylova
Kyselina mravenci
Oxid uhelnaty
Utilizace buitkami Chloridy

Obrazek 4 Ptiklad degradace TCE bakteriemi Ralstonia sp. KN2-10A (upraveno dle Ishida
a Nakamura, 2000 )

2.1.2  Vhodné podminky aerobni kometabolické degradace TCE

vvvvvv

patii teplota, pH, salinita, koncentrace substratu, povrchové aktivnich latek, koncentrace
kovovych iontl.. Bylo také prokézano, Ze salinita vyrazné ovliviiuje rychlost degradace
TCE kulturami oxidujici toluen. (Zwineng a kol., 2022) Optimalni teploty aerobni
kometabolické degradace se pohybuji okolo 23 °C. (Schmidt a kol., 2010, Coleman a kol.,
2002) Optimalni pH byva ve vétsiné piipadi neutrdlni. (Saeki a kol., 1991, Liang a kol.,
2007)
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2.1.3 Nepriznivé podminky aerobni kometabolické degradace TCE

Hodnota pH

Dle Saeki a kol. (1991) je za optimalni pH pii kometabolické degradaci TCE pomoci
methanotrofnich bakterii oznacovano pH v rozmezi 6 - 7. Gaza a kol. (2019) také provedli
testy degradace TCE pfi pH od 5 — 7, kdy nejvyssi u€innost byla zaznamenana pti pH 7 a se
snizujicim se pH klesala. Dle studie Zhang a kol. (2015) ovliviiuje pH specifi¢nost
pritomnych bakterii a jejich dominanci. Tito autofi rovnéz zjistili, ze mirn¢ kyselé pH, nizsi

jak 7, ovlivituje degradaci TCE nepfiznivé.

Studie provedena Shao a kol. (2019) ukazuje moznost degradace TCE a jinych chlorovanych
uhlovodiki v kyselém prostiedi podzemnich vod prostiednictvim methanotrofnich bakterii.
Byly provedeny uspé$né izolace ruznych methanotrofnich bakterii obyvajici raselinisté
s hodnotou pH 3,5 — 5. Schopnost téchto bakterii degradovat TCE aerobni kometabolickou
degradaci se ptredpokladd kvuli jejich schopnosti produkovat methan-monooxygenazu.
Prvnimi objevenymi zastupci jsou Methylosinus, Methylovaldum a Methylomonas paludis.
pH mikrokosmu pfi studii Shao a kol. (2019) bylo na poc¢atku 3.4, na konci studie bylo nizsi
nez 4. Spotieba methanu byla podobna v pfitomnosti, 1 neptitomnosti TCE. Studie prokézala
moznost degradace methanu i trichlorethylénu pii pocatecnim pH s primérnou hodnotou
3,4. Zvysledki bylo patrné, ze priibézné piidavani methanu pro riist biomasy zpomalilo
rychlost degradace, jelikoz methan pisobi jako inhibitor pfi biologické degradaci TCE

s pomoci methan-monooxygenazy. (Shao a kol., 2019)

I dalsi autofi potvrdili, Ze rychlost degradace TCE je ovliviiovana pH prostfedi, kdy pfi
neutralnim pH je rychlost degradace nejvétsi, ke sniZzeni rychlosti dochéazi vlivem snizZenti, ¢i

zvySeni pH. VEtsi sniZzeni rychlosti nastava u niz§ich hodnot pH. (Liang a kol., 2007)

Teplota

Teplota ovliviiuje rychlost vSech biochemickych reakci a neni tedy divu, Ze tomu tak je
v ptipad¢ mikrobidlni degradace TCE ¢i dalSich chlorovanych ethyléna. (Liang a kol. 2007)
Napt. aerobni degradace cDCE je dle Schmidta a kol. (2010) mozna pii teplotach v rozmezi
4 — 23 °C, kdy za optimalni teplotu byla oznacfena teplota 23°C. ZvySena teplota, pii které
jiz k degradaci nedochézi, byla 30 °C (Coleman a kol., 2002).
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Salinita

Salinita obecné snizuje kometabolickou degradaci TCE, jelikoz siil omezuje rozlozitelnost
substratu a zaroven snizuje aktivitu mikroorganismu. Studie Leeho a kol. (2006) zkoumala
vliv salinity na biologicky rozklad TCE v pfitomnosti toluenu pomoci smisenych kultur.
Salinita méla vliv pii aerobni kometabolické degradaci TCE, jelikoz zvySena slanost ptisobi
na bakteridlni kulturu zvySenym osmotickym tlakem. Z jejich vysledkll je patrné, ze
pfechodnd salinita ovliviluje schopnost vyuziti substratu, rychlost biodegradace
trichlorethylénu a mnozstvi biomasy. Dlouhodobé ptisobeni soli zpusobilo fyziologické
zmény u bakterialni kultury, ¢imz schopnost této kultury degradovat TCE klesla. (Lee a kol.,
2006)

Lee a kol. (2005) rovnéz provadéli experimenty aerobni kometabolické degradace TCE
¢tyfmi bakteridlnimi kulturami, mj. pfi riznych koncentracich NaCl, v pfitomnosti fenolu.
U kultury oznacené LHPO-3 se jako optimalni ukazala koncentrace NaCl 1,64 %, zatimco
jako nejmén¢ vhodna se ukézala 3,28 % koncentrace NaCl. U kultury LHPO-6 to bylo 0,98
% NaCl. U obou kultur doslo k podstatnému sniZzeni transformacni kapacity pro TCE pii
vzristu koncentrace soli na hodnotu 3,28 %. Autofi tedy dosli k zavéru, Ze dodéani aktivni
halo-tolerantni bakterialni kultury oxidujici fenol je pifi odstraiiovani TCE ve slaném

prostfedi velmi Zadouci.

2.2 Degradacni bakterialni kultury

Probéhlo jiz mnoho studii a vyzkumil za ucelem zlepSeni soucasnych bioremediacnich
procesti, béhem nichz byla zkouména i bakterialni diverzita, jeji rist a specifické aktivity
jednotlivych skupin bakterii. Témito kroky bylo izolovano mnoho bakteridlnich kment se

schopnosti degradace riznych cizorodych latek, véetné chlorethenti. (Dolinova a kol., 2017)

2.2.1 Bakterialni kultury schopné degradace TCE

K aerobni kometabolické degradaci TCE dochazi pomoci n€kterych druhi bakterii. Jiz pfed
zna¢nou dobou autofi uvadéli, Ze mnoho bakterii schopnych oxidovat toluen ma
ptedpoklady k degradaci TCE a ze vyskyt téchto bakterii je pomérné rozsiten (Wackett a
Gibson, 1988). Ze jsou tyto vlastnosti nékterych bakterii prakticky vyuZitelné, potvrdil
pokusy McCartyho a kol. (1998), kdyz s pouzitim systému recirkulacnich studni ke
vsttikovani toluenu ke stimulaci aerobniho kometabolismu TCE v kontaminované podzemni

vodé dosahli odstranéni cca 98 % TCE v realnych podzemnich vodéach. Jako nejcastéjsi
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degradac¢ni bakterie jsou oznacovany gramnegativni rody Pseudomonas, Nitrosomonas,
Acinetobacter, Alcaligenes, Methylosinus a Burkholderia. Mén¢ Casné jsou grampozitivni
bakterie schopné degradace TCE. Kultur s touto schopnosti je mén¢, fadime zde rody
Rhodococcus, Mycobacterium &1 Nocardioides. (Suttinun, a kol, 2013) Pomoci
kometabolické degradace je mozné degradovat celou fadu chlorethentd s vyjimkou PCE,
ktery je za aerobnich podminek biologicky nerozlozitelny. (Zalesak a kol., 2021)

Studie provedena ZaleSdkem a kol. (2021) prokazala wvysoce ucinnou aerobni
kometabolickou degradaci smési chlorovanych ethenti s obsahem TCE, vSech tii isomert
DCE a VC konsorciem slozenych z kultur Comamonas testosteroni RF2 a Mycobacterium
aurum L1, péstovanych na fenolu a laktatu sodném. Z vysledkt vyplyva vhodnost konsorcia
slozeného z Comamonas testosteroni RF2 a Mycobacterium aurum L1 k degradaci
chlorethenli ze smésnych vzorki, kdy Gplné odstranéni VC ze slouceniny trvalo celkem 21
dni, pficemz degradace VC byla zpoc¢atku velmi rychla. Ostatni chloretheny byly odstranény
béhem 2 - 6 dnil. Pro srovnani byla paraleln¢ provedena degradace TCE a vsech DCE jen
pomoci Comamonas testosteroni RF2, kdy doSlo k odstranéni vSech sloucenin o den dfive;
bylo tak uk4zéno, ze VC mirné rychlost kometabolické degradace TCE a DCE sniZuje.
(Zéalesak a kol., 2021). V pouzitém konsorciu Comamonas testosteroni RF2 primarné
degradovala TCE a isomery DCE, zatimco L1 degradovala VC. K odstranéni vSech
chlorethenti bylo dosazeno kombinaci aerobniho kometabolismu TCE a isomerd DCE

s metabolickou degradaci VC. (Zalesak a kol., 2021)

Co se tyka anaerobni dehalogenace, dle Dolinové (2017) je bakterii schopnych této
transformace obecné méne, jelikoz vétSina zndmych kultur je schopna pouze Céstecné
reduk¢éni dechlorace PCE a TCE na cDCE nebo VC. (Dolinové a kol., 2017) (Azizian a kol.,
2007) Kompletni redukéni dechlorace PCE az na ethen je schopen napi. kmen
Dehalococcoides mccartyi 195, prestoze je v jeho ptipadé dechlorace VC povazovéna za
kometabolickou. (Dolinové a kol., 2017) Pti studii Changa a kol. (2011) byly prokazany dvé
kultury schopné degradace PCE a TCE bez produkce toxickych vedlejSich produkti. Tyto
dvé kultury, odlisné od rodu Dehalococcoides, u kterych je prokdzana degradace PCE a
c¢DCE na ethen za anaerobnich podminek, byly identifikovany jako Propionibacterium sp.
HK-1 a Propionibacterium acnes HK-3. (Dolinova a kol, 2017) Zastupci rodu
Dehalococcoides jsou nejzndméjSimi bakteriemi schopnymi degradace pouze za

anaerobnich podminek, vétSina jeho kultur je vSak schopna jen castecné degradace
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chlorethent, ale ke kompletni degradaci PCE a TCE je nutnosti pfitomnost vice bakterialnich

populaci nez jedné. (Dolinova a kol., 2017)

Tabulka 2 Bakterie schopné degradace TCE (Suttin a kol., 2013)

Gram-negativni bakterie

Gram-pozitivni bakterie

Methylosinus trichosporium OB3b

Rhodococcus erythropolis BD2

Nitrosomonas europaea

Rhodococcus sp. L4

Burkholdria cepacia G4

Rhodococcus gordoniae P3

Pseudomonas putida F1

Rhodococcus corallinus

Pseudomonas butanovora
Pseudomonas sp. kmen JR1

Mycobacterium vaccae

Acinetobacter calcoaceticus

Nocardioides sp. CF8

Tabulka 3 Bakterie schopné kometabolické degradace TCE (Dolinova a kol., 2017)

Bakterialni druh

Reference

Alcaligenes eutrophus kmen JMP

Harker a Kim 1990

Bacillus sp. kmen 2479

Dey a Roy 2009 ; Kim a kol. 2010

Bordetella sp. kmen KP22

Hanada a kol. 1998

Burkholderia cepacia kmen KP24

Hanada a kol. 1998

Burkholderia cepacia kmen G4

Nelson a kol. 1986 , 1987

Burkholderia sp. E1

Futamata a kol. 2001b

Comamonas testosteroni kmen R5, E6, R2,
R5

Futamata a kol. 2001a, 2001b

Methylobacter sp. kmen BBS.1

Smith a kol. 1997

Methylococcus capsulatus

Stirling a Dalton 1979

Methylocystis sp. kmen M

Uchiyama a kol. 1989

Methylomonas methanica kmeny KSWIII,
KSPIIT a KSPII

Hanada a kol. 1998 ; Shigematsu a
kol. 1999

Kmen Methylomonas methanica 68—1

Koh a kol. 1993

Kmen Methylosinus sporium 27

Tsien a Hanson 1992

Methylosinus trichosporium kmen OB3b

Oldenhuis a kol. 1989 ; Tsien a kol. 1989

Mycobacterium vaccae kmen JOBS5

Wackett a kol. 1989

Nitrosomonas europaea

Arciero a kol. 1989

Nocardioides sp. kmen CF8

Hamamura a kol. 1997

Pseudomonas sp. kmeny CF600, PsF
WAS2

Futamata a kol. 2001b

Pseudomonas sp. kmen JR1

Dabrock a kol. 1992

Pseudomonas sp. kmen ENVPCS5

McClay a kol. 1995

Kmeny Pseudomonas butanavora Rev.
WT, F321Y, L279F, G113N

Halsey a kol. 2007

Pseudomonas fluorescens

Liakol. 2014a, 2014b

Pseudomonas jessenii

Futamata a kol. 2001b

Pseudomonas mendocina kmen KR-1

Winter a spol. 1992

Pseudomonas plecoglossicida

Liakol. 2014a, 2014b

Pseudomonas putida

Heald a Jenkins 1994

Pseudomonas putida kmen P-2, P-5, P-6,

P8, P35X, BP a ATCC 17484

Futamata a kol. 2001b
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Pseudomonas putida kmeny B5 a PpF1 Nelson a kol. 1988
Pseudomonas putida kmen F1 Wackett a Gibson 1988
Pseudomonas rhodesiae Futamata a kol. 2001b
Ralstonia sp. kmen P-10 Futamata a kol. 2001b
Ralstonia eutropha Hanada a kol. 1998
Ralstonia eutropha kmen KT-1 Futamata a kol. 2001b
Rhodococcus sp. kmen L4 Suttinun a kol. 2009
Rhodococcus corallinus kmen B-276 Saeki a kol. 1999
Rhodococcus erythropolis kmen BD1 Dabrock a kol. 1992
Rhodococcus gordoniae kmen P3 Suttinun a kol. 2004
Variovorax sp.2 IZ,?]I?IIX]BC_%“O, YNOS, HAB- Futamata a kol 2005
Variovorax sp. kmen WFF52 Futamata a kol. 2001b
Xanthobacter sp. kmen Py?2 Praporcik a spol. 1992 ; Reij a kol. 1995

2.2.2 Degradacni kultury se schopnosti degradace TCE rostouci na fenolu

V predeslych studiich na UIOZP FT UTB ve Zling byla zjisténa schopnost degradace TCE
bakteridlni kulturou Comomonas testosteroni RF2 v ptitomnosti rdstovych substrati
v podobé fenolu a laktatu sodného. Tato kombinace byla ti¢inna také pti degradaci cDCE,
tDCE a 1,1-DCE, kdy byly degradace provadény pro jednotlivé DCE, ale 1 v kombinaci
vSech DCE s TCE. Bylo zjisténo, Ze kmen RF2 ma schopnost degradovat uvadéné
dichlorethlyeny s podminkou jejich urcité po€atecni koncentrace. K vyznamnému, 100 %-
tnimu odstranéni doslo u cDCE pii pocate¢ni koncentraci 6,01 mg/l cDCE, nebot’ tento DCE

je nejcastéjSim produktem anaerobni dechlorace TCE ¢i PCE. (ZaleSék a kol., 2017)

2.2.3 Degrada¢ni kultura 1AZS

Rhodococcus erythropolis, zastupce rodu Rhodococcus, jsou aerobni grampozitivni bakterie
vynikajici silnou adaptativni schopnosti a velkym potencidlem v biokatalyze,
bioremediacich, a také pii biosyntéze n€kterych organickych latek. Jejich vyskyt je Siroky,
od ptd, hornin, podzemnich vod, moiskych sedimentii az po polarni oblasti ¢i vnitini
prostfedi hmyzu, byla zaznamenana 1 pfitomnost ve zvitecich vykalech. Vynikaji schopnosti
degradovat celou fadu organickych latek, které vétSinou patii mezi toxické a obtizné
rozlozitelné. Kultury rhodokokt jsou tak schopné degradace organickych polutanti, jako
napt. aromatickych slou¢enin, PAH®, chlorovanych uhlovodikidi a nitroaromatickych

uhlovodikt. (Liang a kol., 2021, Ma a kol., 2023) Schopnost degradovat Skodlivé polutanty


https://link.springer.com/article/10.1007/s11356-017-8867-y#ref-CR180
https://link.springer.com/article/10.1007/s11356-017-8867-y#ref-CR255
https://link.springer.com/article/10.1007/s11356-017-8867-y#ref-CR86
https://link.springer.com/article/10.1007/s11356-017-8867-y#ref-CR86
https://link.springer.com/article/10.1007/s11356-017-8867-y#ref-CR97
https://link.springer.com/article/10.1007/s11356-017-8867-y#ref-CR86
https://link.springer.com/article/10.1007/s11356-017-8867-y#ref-CR230
https://link.springer.com/article/10.1007/s11356-017-8867-y#ref-CR208
https://link.springer.com/article/10.1007/s11356-017-8867-y#ref-CR47
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https://link.springer.com/article/10.1007/s11356-017-8867-y#ref-CR86
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vychazi z jejich vysokého obsahu riznych enzymu, které dokazi degradovat ¢i detoxikovat

tyto latky. (Patek a kol., 2021)

Jelikoz se nékteré kmeny rodu Rhodococcus umi piizpusobit i extrémnim podminkam,
degradace je mozna i za podminek kyselého ¢i zasaditého pH, nizkych teplot ¢i vysoké

mineralizace. (Liang a kol., 2021, Ma a kol., 2023)

2.2.4 Degradacni kultura SBZS

Tato bakteridlni kultura je zastupcem rodu Pseudomonas, vSudypiitomného bakteridlniho
rodu se 140 identifikovanymi druhy. (Sanow a kol, 2023) Vyskytuje se v ovzdusi, vod¢ i
pudé, na povrchu rostlin, v aecrobnich a nékdy i anaerobnich sedimentech a kolonizuje fadu

organickych materidl. (Medic a kol., 2022, Chauhan a kol., 2023)

Urcité kmeny rodu Pseudomonas jsou velmi nadéjné a vhodné pro biotechnologie, nebot’
jsou ¢asto rustoveé nenarocné. (Korshunova a kol., 2021) Tento rod bakterii je napft. pfitomny
témet ve vSech oblastech, které jsou kontaminovany uhlovodiky. (Medic a kol., 2022) U
nékterych kultur rodu Pseudomonas byla také prokazana vysokad odolnost k organickym
rozpoustédlim. (Yang a kol.,, 2019) Dokazi degradovat fenolické slouceniny, dalsi
aromatické a alifatické uhlovodiky, nékteré chlorované organické polutanty, které vyuzivaji
jako zdroj energie, a diky tomu maji dilezitou funkci pii degradaci xenobiotik. Pii
biodegradaci xenobiotik hraji u nich hlavni roli oxygenazy, které vkladaji jeden nebo dva
atomy kysliku do molekul substratd, a tim je oxiduji a zpfistupniuji dal$im katabolickym
enzymim. (Medic a kol.,, 2022) Oxygenazy se Casto vyznauji Sirokou substratovou

specificitou. (Korshunova a kol., 2021)

Bakterie rodu Pseudomonas jsou schopné ptizplisobeni se nepiiznivym podminkam
prostiedi, napt. Sirokému rozmezi teplot, obsahu kysliku, vlhkosti nebo nedostatku Zivin.
Diky témto schopnostem je vyskyt tohoto rodu bakterii velmi ¢asty i v chladnych oblastech.
Navic, bakterie adaptované na chlad, jsou schopny 1 pfizpisobeni k riznym rozmezim pH.

(Chauhan a kol., 2023)

Kmeny rodu Pseudomonas jsou castymi bakteridlnimi kulturami vyuZzivanymi
k dekontaminaci prostfedi od ropnych uhlovodik. (Ivanova a kol., 2022) Prokazana byla

také aerobni kometabolicka degradace TCE, napt. pomoci kmene Pseudomonas putida F1.
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Prvni dikazy o areobni kometabolické degradaci TCE a toluenu bakterii Pseudomonas

putida F1 ptinesli Wacket a Gibson. (Yang a kol., 2019)

2.2.5 Degradacni kultura 10AZS a 8AZS

Bakterialni kultury 10AZS a 8AZS jsou prozatim neurceny. Byly nalezeny pfi praci Zuzany
Sandkové a z jeji Diplomové prace je zndmo, ze jde o grampozitivni tyCinky snadno se
odbarvujici pfi Gramové zbarveni. K ristu pii 8 °C a koncentracich NaCl od 0 - 5 %

vyuzivaji jako rastovy substrat fenol.

2.3 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie patii mezi U¢inné a nejcastéji pouzivané separacni metody,
pfedevs§im k analyze plynnych a kapalnych tékavych latek. Plynovou chromatografii lze
délit na rozdélovaci plynovou (GLC) ¢i adsorpéni plynovou (GSC). GLC metoda umoziuje
déleni latek na zaklade jejich odlisné rozpustnosti v systému plyn-kapalina. GSC metoda
umoznuje déleni latek na zaklade¢ jejich rozdilné adsorpci v systému plyn — pevna latka.
(Literak, 2008, Sevéik, 2008) Principem separace latek je jejich rozd&leni mezi stacionarni
a mobilni fazi, které probihd na zékladé jejich vzidjemném plisobeni se staciondrni fazi.
Mobilni f4zi nebo-li hnaci silou je inertni nebo-li permanentni plyn, naptiklad vodik, dusik,
hélium a argon. Stacionarni fazi je kolona (kapilarni nebo néapliiova), sorbentem kolony
mohou byt riizné formy uhliku, silikagel, zeolitova molekulova sita, ¢i rtizné polymery nebo
latky na bazi oxidu hlinitého. Na konci kolony je umistén detektor, ktery vyhodnocuje signal,
ktery je Umérny mnozstvi analytu. Detektory lze u plynové chromatografie pouzit
plamenové-ionizacni (FID), detektor elektronového zachytu (ECD), tepelné-vodivostni
(TCD) & hmotnostni (MC) nebo infraterveny spektrometr (IC). (Stulik, 2004, Wojtowicz,
2009) Plynova chromatografie vynika vybornou separacni a detekcni schopnosti. Ov§em ma
také urCité nevyhody, které ovliviiuji a snizuji citlivost, presnost, selektivitu a
reprodukovatelnost analyzy. Metodou nelze provadét piimou analyzu latek s nizkou
t€kavosti, ¢i latek termolabilnich. Takové latky je nutné upravit derivatizaci, coZ je metoda,
ktera vede ke zméné fyzikalnich a chemickych vlastnosti analyti. Principem derivatizace je
nahradit atomy vodiku ve funkénich skupindch organickych latek jinou skupinou (silylaci,

acylaci, esterifikaci, alkylaci, cyklizaci ¢i zavedenim halogenu nebo kombinaci vice metod).
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Nevyhodou derivatizace je primarné prodlouzend délky analyzy, vyssi naklady, ale 1 vyssi

pravdépodobnost chybovosti. (Stulik, 2004, Wojtowicz, 2009)

Dale napiiklad polarni latky obsahujici funk¢ni hydroxylové skupiny, karboxylové kyseliny,
aminy nebo thioly zplsobuji asymetrické piky, jelikoz na sebe vzajemné pusobi se
slouc¢eninami s obsahem kiemiku, které jsou soucdasti stacionarni faze. Takové vzorky se

Castéji stanovuji pomoci kapalinové chromatografie. (Atapattu a kol., 2003)
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II. PRAKTICKA CAST
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3 METODIKA

3.1 Materialy

Pii této diplomové praci byly pouzity rtizné roztoky, minerdlni média, chemikalie a

testované bakterialni kultury.

3.1.1 Roztoky

Stopové prvky

MNSO4.5 HoO ettt 0,043 ¢
H3B O3 0,057 g
ZNS04.7 H2O ittt ettt nneenne s 0,043 g

(NH4)6M07024.6 H2O....cniiiiiieiieeeeeee et 0,037 g

CO(NO3)2.6 H2O ettt 0,025 ¢

CUSO4.5 H2O ittt 0,040 g

VSechny latky byly rozpustény v 1000 ml destilované vody.

Mineralni médium neutrdalni (MM1) o pH 7,2

Roztok NazHPO4.12H20 (23,9 @/1)...eeieiiiieeeeeeeeeeee et 8 ml

Roztok KH2PO4 (9,078 ©/1)...eeieiieiieieeee ettt 2 ml

Voda destilovVana...........cocuoviiiiiriiiieeee e 85 ml
ROZtOK NHACT (30 @/1)..eviiiiiieeie ettt e e e s . 1ml
Roztok MgS04.7 H2O (10 @/1).cciueiiieiieeeiieeeee ettt 1 ml
Roztok FE(NH4)2.(SO4)2.6 H2O (3 @/1).ecveeuieeiiniiieiieiecieeeeeeeeeee e 1 ml
Roztok CaCl2.2 HaO (1 @/1)ueiiiieiiiiieeee et 1 ml

Roztok stopovych prvKill .......cccvvveviiveiiieiici e, 0,1 ml
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Mineralni médium kyselé (MMK) o pH 5,2

Roztok NazHPO4.12 H2O (23,9 @/1).c.eeruiiiiiiiieiiiciciecnceececeeccee 1,1 ml
Roztok KH2PO4 (9,078 @/1)..eciiueiiiiiiieeeeee e 38,9 ml
Voda destilovana...........cocueiieiiiiiniiice e 340 ml
ROZtok NH4CT (30 Z/1).c.eeiiiiiiiiiieiieieieicienieeeceee et . 4ml
Roztok MgS04.7 HoO (10 @/1)c.eeieiiieiiieiieeieeieeee ettt 4 ml
Roztok Fe(NH4)2.(SO4)2.6 H2O (3 @/1).eeeeeiiiiieieieeeeeeeee e 4 ml
Roztok CaCl2.2 HoO (1 @/1).eieeieiiiiiee e 4 ml
ROZEOK NACT (10 @/1)...uiieiiieiieeiieeeeettee ettt e 4 ml

Roztok stopovych prvkill .......c.eeevveviieiienieei e e 0,8 Ml

Minerdlni médium o pH 6 (MM6)

Roztok NasHPO4.12 H20 (23,9 @/1).eeeviieiciiieieieee e 5,0 ml
Roztok KH2oPO4 (9,078 @/1).uecuiieiiiieieiiieeeeeee e 35,0 ml
Voda destilovana...........coceiieiiiiiniie e 340 ml
ROZtOK NHACT (30 /1) ..ottt e e . 4ml
Roztok MgS0O4.7 H2O (10 @/1).ueeeeiiieiiieieeeee ettt 4 ml
Roztok FE(NH4)2.(SO4)2.6 H20 (3 @/1)ecveuiiiiiiiiiiieeieeeeeeseeeees 4 ml
R0ztok CaCl2.2 HoO (1 @/1)c.ecuiciiiiieiiiiiieeeeeee e 4 ml
ROZEOK NACT (10 @/1)..neiieeeieiieeeee ettt e 4 ml

Roztok stopovych prvkill .......coevveviiiiiiiiie .. 0,8 ml
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Minerdlni médium s obsahem 4 % NaCl (MM4)

Roztok NazHPO4.12 H2O (23,9 g/1).c.eeruiiiiiiiieiiiciiierenieeeeeeccccee 24,0 ml
Roztok KH2PO4 (9,078 @/1)..eeiieiiiiiieeeeeeeeee e 6,0 ml
Voda destilovana...........cocooeeiiiiiniinieie e 255 ml
ROZtok NH4CT (30 Z/1).c.eeiiiiiiiiiieiieieieicienieeeceee et . 3ml
Roztok MgSO4.7 H20 (10 @/1).ccveeiiiiieiieieeieieeeeeeee et 3ml
Roztok Fe(NH4)2.(SO4)2.6 H2O (3 @/1).eeeeeiiiiieieieeeeeeeee e 3 ml
Roztok CaCl2.2 HoO (1 @/1).eieeieiiiiiee e 3 ml
NACT ettt sttt e taeeabeenaaeenne 12¢g
Roztok stopovych prvkill ......cc.eeevveviierieeiie i e, 0,6 ml

3.1.2 Chemikalie a Zivna média

Fenol (Sigma-Aldrich), ¢istota p.a., sterilni zasobni roztok 50 g/

MEM vitaminy (Biosera)

Laktat sodny (LN, Sigma-Aldrich), Cistota p.a., sterilni zasobni roztok 10%tni
Trichlorethylén (Sigma-Aldrich), ¢istota p.a.

Zivna média: Trypton yeast extract agar (TYA), Masopeptonovy agar (MPA), R2A agar (vie
HIMEDIA).

3.1.3 Bakterialni kultury

Bakterialni kultury 1AZS, 5BZS, 8AZS a 10AZS pouzivané k degradaci TCE v této
diplomové praci byly izolovany v ptedchozi diplomové praci Zuzany Sandkové (2024).
Kultury byly zamrazené pii -80 °C v glycerolu, byly naockovany na TYA a MPA agary,
nasledné kultivovany pii teploté 7 - 8 °C po dobu 10 dnii. Identifikace kultur 1AZS a SBZS
byla provedena kolektivem UIOZP, a to izolaci jejich DNA, amplifikaci genu pro 16S rRNA
polymerazovou fetézovou reakci (PCR) a naslednou sekvenci vyznamné ¢asti tohoto genu.

Srovnani kultur bylo provedeno s databazovymi udaji GenBank v programu BLAST.
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3.2 Pristroje a laboratorni pomiicky

3.2.1 Pristroje

Plynovy chromatogram HEWLETT PACKARD 5890 (USA)
Integrator HEWLETT PACKARD 3396 (USA)
Koncentrator TEKMAR LSC 2000 (USA)

Mikrovinny sterilizator / autoclave MIKROJET (Francie)
Chlazena centrifuga Mr 231 (Jouan, Francie)

Asepticky laminarni box BIO-II-A (Telstar, Spanélsko)
Mg#i¢ zékalu Densilameter-II, typ Densi-2 (EMO, CR)
Lednicka GZ 48 (GUZZANTI, Itélie)

pH metr inoLab 720 + sklenéna elektroda (WTW, SRN)

Ttepacka VWR (USA)

3.2.2 Laboratorni pomicky

Mikrodavkova¢ - 2-20 ul, 20-200 pl, 100-1000 pl, 1-5 ml, 5-10 ml (Biohit, Finsko)
Mikrodévkovac¢ (Hamilton, USA)

Zkumavky (Gama, CR)

Vzorkovnice Sample Vials — 40 ml, uzaviené silikonovymi septy s teflonovou folii a

Sroubovymi polypropylenovymi uzavéry (Supelco, USA)

Laboratorni vahy
3.3 Metody méreni

3.3.1 Méreni optické hustoty na densilametru

K méteni hustoty bunék v inokulech a v nékterych testech bylo vyuzito méfeni optické
hustoty (OD); byl pouzit densilametr, ktery méti optickou densitu suspenzi. V pouzitém
ptistroji jsou vysledné hodnoty uvadény piimo v jednotkdch McFarlanda (McF). Rozsah
méfteni piistroje je 0 - 15 McF. Méfeni je provadéno ve zkumavkach s primérem 15 - 18

mm a je velmi rychlé.
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3.3.2 Meéreni koncentrace TCE plynovou chromatografii (GC)

Stanoveni koncentrace TCE bylo provedeno pomoci plynové chromatografie na vzajemné
propojeném koncentratoru, plynovém chromatografu a integratoru. Zatizenim, pouzitym ke
vstupu vzorku, je koncentrator TEKMAR LSC 2000, ten je propojen vyhiivanou trubici
s plynovym chromatografem HEWLETT PACKARD 5890, ten je propojen s integratorem
HEWLETT PACKARD 3396, kde probiha vyhodnoceni a tisténi chromatogramu.

Koncentrator TEKMAR LSC 2000

K méfeni koncentrace té¢kavych latek vystripovanych ze vzorku byl pouzit koncentrator
TEKMAR LSC 2000. Pii stripovani VOC byl jako nosny i stripovaci plyn pouzit dusik
(inertni plyn). Zakoncentrovani trichlorethylénu bylo provedeno metodou Purge and Trap.
Koncentrator je tvoten plynotésnym davkovacem, kterym byl vzorek davkovan ddvkovacem
Hamilton o objemu 4 ml destilované vody a 1 ml vzorku. Vzorek byl nadavkovén do trubice
a bylo spusténo stripovani dusikem po dobu 11 minut. Stripovanim doslo k uvolnéni
tékavych latek, které byly vedeny na pevny sorbent (trap), na ktery byly navazany nepolarni
latky ze vzorku. Nésledné bylo provedeno kratké suSeni sorbentu studenym vzduchem. Po
suSeni byl trap zahtat na teplotu 250 °C, doslo k tepelné desorpci tékavych latek, které
pokracovaly vyhtivanou trubici na kapilarni kolonu plynového chromatografu k nasledné

separaci a detekci detektorem FID. VSechny tyto kroky jsou provadény automatizovang.

Postup fazi po sob¢ nasledujicich: STANDBY, PURGE READY, PURGE, DRY PURGE,
DESORB READY, DESORB PREHEAT, DESORB a INJECT BAKE.

STANDBY - faze stabilizace poc¢ate¢nich podminek pii 35 °C
PURGE READY - podminky stabilizovany, nadavkovani vzorku

PURGE — 11 minut trvajici faze uvoliiovani tékavych latek inertnim dusikem ze vzorku.
Stripovaci trubice s ptivodem inertniho plynu (dusiku), ktery probublavé vzorek. Nasleduje
uvolnéni VOC ze vzorku a jejich zachyceni a zakoncentrovani na sorbentu z aktivniho uhli.
Dochazi k zachyceni nepolarnich latek ze vzorku, pro které musi byt sorbent vhodny. Do

GC prochazi nosny plyn pies Sesticestny ventil koncentratoru.
DRY PURGE - 3 - 4 minuty trvajici faze kratkého suseni sorbentu studenym vzduchem.

DESORB READY - faze ptipravy vzorku k odeslani do plynového chromatografu.
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DESORB PREHEAT - faze ptedehrati trapu pied tepelnou desorpci, koncentrator ceké na
signal z GC

DESORB - 4 minuty trvajici faze tepelné desorpce pfi teploté 250 °C, kdy dochazi
k uvolnéni VOC, které jsou nasledn¢ vedeny vyhiivanou hadici do kapilarni kolony

plynového chromatografu.

INJECT BAKE — 5 minut trvajici faze vypékani trapu pfi teploté 260 °C. Tepelné zajisténé

odstranéni prebytecné vody ¢i zbytkl organickych latek proudénim inertniho plynu.

Plynovy chromatograf HEWLETT PACKART 5890 SERIES 11

Plynovy chromatograf obsahuje kapilarni kolonu QUADREX o délce 30 m, vnitfnim
priméru 530 um a tloustky filmu 3 p. m. Stacionarni fazi kolony je Methy Phenyl
Cyanopropyl Silicone. Plynovy chromatograf obsahuje dva typy detektorti — EDC (detektor

elektronového zachytu) A FID (plamenové ionizaéni detektor).

Plynovy chromatograf byl nastaven v souladu s normami CSN EN ISO 15680 a CSN EN
ISO 10301.

Integrator HEWLET PACKARD 3396 SERIES 11

Signal z detektoru plynového chromatografu je vyhodnocen pomoci integratoru. Vystupem
integratoru je chromatogram vytistény na papirovém nosi¢i. Chromatogram obsahuje piky,
které¢ patii sledovanym tékavym latkam, dle jejich reten¢nich casi. Plocha piku

zaznamenaného na chromatografu znac¢i mnozstvi sledované latky.

Chromatogram

Chromatogram obsahuje tdaje o Case detekce sledované latky a pik sledované latky s danou
plochou.

Kalibracni kiivka

Pro stanoveni kalibra¢ni kiivky byly pfipraveny tfi standardy s koncentracemi 223,9; 2239
a 5945 mg/l TCE. Kazdy standard byl davkovan do koncentratoru stfikackou Hamilton
vobjemech 1 a 0,5 ul do 5 ml demineralizované vody. Stanoveni koncentrace bylo
provedeno 2x vedle sebe pro kazdy vzorek. Stanovené koncentrace TCE roztokl

odpovidajici objemim davkovani 22,39; 44,78; 223.,9; 447.8; 594,5; 1189 pg/l.

Skute¢né koncentrace TCE ve vzorcich byly odecitany ze sestrojené kalibracni kiivky.
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Sestrojeni kalibracni kiivky

Bylo provedeno sestrojeni kalibra¢ni kiivky. Koncentrace TCE v méfenych standardech jsou
uvedeny v tabulce ¢.4. Z naméfenych hodnot byla sestrojena kalibra¢ni kiivka viz obrazek

¢. 5.

Tabulka 4 Namétené hodnoty kalibrace

Kalibrace
Koncentrace TCE (ng/l) v 5 ml Plocha piku
standardu
22,39 30948.5
44,78 61981,5
447.8 591890
594,5 776277
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Obrazek 5 Kalibrac¢ni kiivka TCE (FID)
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4 POSTUPY

4.1 Ovéreni rustu bakterialnich kultur 1AZS a 5SBZS

Bylo provedeno ovéteni ristu bakteridlnich kultur 1AZS a SBZS pfi riznych podminkach

prostiedi. Cilem bylo ovéfit, jaky vliv ma na rast kultur teplota, pH, ale i koncentrace fenolu.

Bylo piipraveno 100 ml mineralniho médium MMI1 o pH 7,2 a 100 ml minerdlniho média
MMK o pH 5,2. Pfipravend média byla sterilizovana v autoklavu. Zkumavky pouzité

k ovéfeni ristu bakterialnich kultur byly taktéz sterilizovany.

4.1.1 Ovéreni ristu bakterialni kultury 1AZS a SBZS na riiznych koncentracich
fenolu pii teploté 8 °C a 23 °C

Ovéfeni ristu bakterialnich kultur na fenolu a pii teploté 8 °C bylo provedeno v 6 sterilnich
zkumavkach pro kazdou kulturu, kdy do kazdé zkumavky bylo nadavkovano 3 ml
minerdlniho média MM1, 15 pl bakterialni kultury a zasobni roztok fenolu v objemech 0,
12, 21, 31, 37 a 47 pl. Pro kazdou kulturu tak bylo provedeno ovéfeni riistu pii riznych

koncentracich fenolu uvedenych v tabulce €. 5.

Tabulka 5 Davkovani zasobniho roztoku fenolu a vysledné koncentrace fenolu

Objem zasobniho roztoku fenolu (ul) Koncentrace fenolu (mg/l)
0 0
12 200
21 350
31 500
37 600
47 750

Zkumavky byly inkubovany pii teplot€¢ 8 °C po dobu 14 dni. Ovéteni rastu bakteridlnich
kultur bylo provedeno zmétfenim jejich optické hustoty na densilametru po skonceni

kultivace.

4.1.2 Ovéreni ristu bakterialni kultury 1AZS a SBZS na fenolu p¥i pH 7 a teploté 8
°Ca23°C

Bylo provedeno ovéieni riistu bakterialnich kultur na fenolu pti neutralnim pH a pfi teploté
8 °C a 23 °C. Pokus byl proveden ve 4 sterilnich zkumavkach pro kazdou kulturu, kdy do
kazdé zkumavky bylo naddvkovdano 3 ml minerdlniho média MM1 o pH 7,2, 15 ul
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bakteridlni kultury a 12 pl zdsobniho roztoku fenolu (vysledna ¢ = 200 mg/1). Poté byly od
kazdé kultury 2 zkumavky kultivovany pfi teploté 23 °C a 2 zkumavky pfi teploté 8 °C.
Oveétovani rustu bakterialnich kultur probihalo pribéznym meétenim jejich optické hustoty

na densilametru po 3, 4, 6, 7, 11, 14, 18 a 21 dnech kultivace.

4.1.3 Ovéreni ristu bakterialni kultury 1AZS a SBZS na fenolu pfi pH 5,2 a teploté
8°Ca23°C

Stejny pokus byl proveden pro ovéieni riistu bakteridlnich kultur na fenolu pii snizeném pH
a pti teploté 8 °C a 23 °C. Postup byl stejny jako pii neutrdlnim pH, pouze misto mineralniho
média MM1 bylo pouzito kyselé mineralni médium MMK. Pro kazdou kulturu byly pouzity
4 zkumavky, kdy do kazdé¢ zkumavky byly nadavkovany 3 ml MMK, 15 pl bakterialni
kultury a 12 pl zasobniho roztoku fenolu (vysledna ¢ = 200 mg/l). Kultivace probihala
totozné jako pii pfedchozim pokusu za neutralniho pH, vcetné Casovych intervali méteni

OD pro sledovani a ovéteni rustu bakterialnich kultur.

4.1.4 Ovéieni zmén pH pri ristu bakteridlnich kultur 1AZS a SBZS na fenolu a na

kombinaci fenolu + laktatu sodného, p¥i pocatecnim pH 5,3

Bylo pfipraveno 400 ml mineralniho média MMK a zméfena jeho hodnota pH. Pfipravené
MMK bylo rozdéleno na dvé davky po 200 ml. Nasledné byla provedena jejich sterilizace a
poté byly do kazdé davky ptidany vitaminy MEM (200 pl). Nasledovalo méfeni pH, které
bylo 5,2.

Suspenze bakteridlnich kultur 1AZS a 5BZS byly ptipraveny ve sterilnim fysiologickém
roztoku o optické hustot¢ OD = 1,0. Obé davky MMK byly zaockovany bakterialnimi
kulturami, 1 davka 190ul 1AZS a 2 davka 190ul SBZS.

Pro kazdou kulturu bylo pfipraveno 16 ks sterilnich vialek o objemu 40 ml s plynotésnymi
vicky, do nichz bylo ddvkovano MMK s obsahem vitamini MEM, zasobniho roztoku fenolu
o koncentraci 50 g/l a laktatu sodného o koncentraci 10 g/l v mnozstvich, viz tabulka €. 6.
Kultivace probihala po dobu 26 dni pii teplot¢ 8°C. Na konci kultivace bylo opétovné

provedeno méteni OD a pH.
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Tabulka 6 Davkovani jednotlivych komponent

Vialky MM + Roztok R(fztok Koncentrace Konrcentrace
MEM (ml) | fenolu (ul) | laktatu (ul) | fenolu (mg/l) | laktatu (mg/l)
1-4 9,970 30 - 150 -
5-8 9,860 15 125 75 125
9-12 9,835 15 150 75 150
13-16 9,84 10 150 50 150

4.2 Degradace TCE

4.2.1 Degradace TCE kulturou 1AZS pfi teploté 8 °C a pH 7,2 i 5,2

Bylo ptipraveno 150 ml minerdlniho média MM1 o pH 7,2 a 150 ml minerdlniho média
MMK o pH 5,2. Poté byla provedena sterilizace obou mineralnich médii a plynotésnych

vialek.

Nasledné bylo nadavkovano ptislusné mnozstvi MMK, MMI1, zasobniho roztoku fenolu
s vyslednou koncentraci 200 mg/l, bakterialni suspenze 1AZS a vodného roztoku TCE o
koncentraci 1g/1 do sterilnich vialek o objemu 40 ml s plynotésnymi uzavéry. Jednotlivé

davkovani komponent je uvedeno v tabulce €. 7.

Tabulka 7 Davkovani jednotlivych komponent

Zasobni o
roztok Bakterialni Vodny roztok
ialk MMK (ml) | MM1 (ml
Vialky (mD) (MD | fenolu s0g1 | SUSPeNZe TCE (ul)
1AZS ()
(1)

1-2 10 - 40 60 40
3-4 9,90 - 40 60 40
5-6 - 9,90 40 60 40

Vialky byly kultivovany pfi teploté 8 °C po dobu 21 dnli. Méfeni koncentrace TCE bylo

provedeno po 21 dnech pomoci plynového chromatografu.
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4.2.2 Degradace TCE kulturou SBZS p¥i teploté 8 °C a pH 7,2

Postup ovéteni degradace TCE bakterialni kulturou SBZS byl stejny, jako u kultury 1AZS.
Dévkovani jednotlivych komponent do sterilnich vialek o objemu 40 ml s plynotésnymi

uzavéry bylo totozné jako pii ovéteni degradace bakteridlni kultury 1AZS, viz. tabulka €. 7.

Vialky byly rovnéz kultivovéany pfi teploté 8 °C po dobu 21 dnl. Méfeni koncentrace TCE

bylo provedeno po 21 dnech pomoci plynového chromatografu.

4.2.3 Degradace TCE kulturou 1AZS a SBZS pri teploté 8 °C, 150 mg/l fenolu a pH
5,3

Bylo ptipraveno 400 ml mineralniho média MMK o pH 5,5, po pfipravé bylo preméieno

jeho pH a nasledné provedena sterilizace.

Po sterilizaci bylo MMK rozdéleno do dvou lahvi po 170 ml, do kazdé byl nadavkovan
ptidavek vitamini MEM a sterilniho roztok fenolu o vysledné koncentraci 150 mg/l.
Nasledovala kontrola pH, které bylo 5,32. Takto pfipravené MMK bylo zaockovano

jednotlivymi bakterialnimi kulturami s OD cca 1,0.

Pro obé bakterialni kultury bylo zaockované MMK po 10 ml davkovano do sterilnich vialek,
a poté bylo do kazdé vialky ptidano 30 pl roztoku TCE. Od kazdé bakterialni kultury byly

piipraveny rovnéz vialky bez ptidani TCE, pro mozZné srovnani ristu.

Vialky byly kultivovany pii teploté¢ 8 °C po dobu 30 dni a pribézné€ byl vizualné sledovan
narist kultur v ptfitomnosti TCE 1 ve srovnavacich vialkach. Koncentrace TCE byla méfena
po 7, 23 a 30 dnech kultivace. Po 23 a 30 dnech bylo provedeno zméteni pH. Pokus byl

ukoncen po 30 dnech.

4.2.4 Degradace TCE klidovymi (nerostoucimi) buitkami kultury 1AZS a SBZS pri
teploté 8 °C a 150 mg/1 fenolu, pri vychozim pH 6

Bylo pfipraveno 400 ml mineralniho média MM6 pro kultivaci kultur pti pH 6 a 400 ml
mineralniho média MMK pro degradaci o pH 5,2. Bylo provedeno méteni pH mineralnich
médii pted jejich sterilizaci, které u MM6 mélo hodnotu 6,18 a u MMK bylo 5,30. Poté byla

obé mineralni média sterilizovana.

MMK bylo obohaceno o piidavek vitamini MEM a nésledné pfeméteno pH, které mélo

hodnotu 5,19.
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Mineralni médium MM6 bylo rozdéleno do dvou lahvi po 200 ml. Do obou lahvi s MM6
byl nasledné¢ ptidan piidavek vitamini MEM a bylo provedeno pfeméieni pH, které mé¢lo
hodnotu 6,05. Nasledné byl do obou lahvi s MM6 ptidan roztok fenolu do koncentrace 150
mg/l a ob¢ lahve byly zaoCkovany bakterialni kulturou. Nasledovala kultivace na tiepacce

pfi 8 °C po dobu 18 dni.

Po kultivaci byla provedena centrifugace ve sterilnich kyvetach po dobu 12 minut pii 4° C
a rychlosti 5 000 g. Po centrifugaci byly bakterialni bunky resuspendovany do sterilniho
mineralniho média MMK s obsahem vitamini MEM. Zaockované MMK bylo davkovéano
po 10 ml do sterilnich plynotésnych vialek a poté bylo do kazdé ptidano 30 pl TCE.. Blanky
byly provedeny stejnym zpisobem, pouze misto MMK bylo davkovano 10 ml
demineralizované vody. Kultivace byla provedena po dobu 7 dni pti 8 °C a bylo provedeno

pribézné méteni koncentrace TCE a pH po 3, 5 a 7 dnech, kdy byl pokus ukoncen.

4.2.5 Degradace TCE rostoucimi buiikami kultury SBZS p¥i teploté 8 °C, 80 mg/1
fenolu a 125 mg/l laktatu sodného a pH 5,3

Z ptedchoziho pokusu bylo pouzito MMK s obsahem vitamini MEM o objemu 140 ml. Do
MMK byl pfidan ptidavek zasobniho roztoku laktitu (LaNa) do koncentrace 125 mg/l a

zasobniho roztoku fenolu, s vyslednou koncentraci 80 mg/I.

Nasledné bylo ptipravené MMK zaockovano bakteridlni suspenzi SBZS a rozdéleno po 10
ml do sterilnich vialek s plynotésnymi uzavéry. Soub&zné byly ptipraveny blanky, u kterych
byla misto MMK pouzitd demineralizované voda o stejném objemu. Do vsech vialek bylo

nasledné davkovano 30 pl zdsobniho roztoku TCE o koncentraci 1 g/l.

Takto piipravené vialky byly kultivovany po dobu 25 dni pii teplot¢ 8 °C. V prabéhu
kultivace bylo provadéno méifeni koncentrace TCE. V priubehu kultivace bylo provedeno

pfeméfeni pH.

4.2.6 Degradace TCE rostoucimi buiikami kultury SBZS pfri teploté 23 °C, 80 mg/l
fenolu a 125 mg/l laktatu sodného a pH 5,3

Byl proveden ovétovaci pokus degradace TCE s rostoucimi buiikami kultury 5BZS
s ptidavkem fenolu a laktatu pfi teploté 23 °C. Bylo ptipraveno 250 ml MMK, které¢ mélo
po sterilizaci hodnotu pH 5,2. Ptipravené MMK bylo rozdéleno do dvou lahvi v objemu 90
ml pro blanky a 160 ml pro vzorky.
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Do obou lahvi byly pfidany vitaminy MEM, zasobni roztok LaNa a zasobni roztok fenolu, s
nasledné vzniklymi koncentracemi LaNa 125 mg/l a fenolu 80 mg/1. Takto ptfipravené¢ MMK
s vétSim objemem bylo zaockovano bakteridlni kulturou 5BZS. Zaockované MMK bylo
davkovano do sterilnich plynotésnych vialek po 10 ml a do kazdé vialky bylo poté piidano
30 pl zésobniho roztoku TCE o koncentraci 1g/1.

Blanky byly piipraveny obdobné s pouzitim MMK bez obsahu bakteridlni kultury.

Vsechny piipravené vialky byly kultivovany pii 23 °C po dobu 40 dni. V prabéhu kultivace
byla méfena koncentrace pfitomného TCE a to 3, 10, 17 a 40 den od zah4jeni kultivace. Po

zméteni koncentrace TCE byla zbyla suspenze vyuzita na méteni pH.

4.2.7 Degradace TCE rostoucimi buiikami kultury SBZS p¥i teploté 8 °C, 90 mg/1
fenolu a 125 mg/l1 laktatu sodného a pH 5,2 — degradace pri sniZené vstupni

koncentraci TCE

Bylo pfipraveno 400 ml mineralniho média MMK pro kultivaci kultur pfi snizeném pH a
snizené koncentraci TCE. MMK bylo rozdéleno do dvou davek o objemu 300 ml a 100 ml
a byla provedena jeho sterilizace. Poté byl do kazdé davky pfidan ptidavek vitamini MEM,

zasobniho roztoku laktatu a zasobniho roztoku fenolu.

Ptipravené médium o vét§im objemu bylo zaockovano suspenzi bakteridlni kultury SBZS
z TYA agaru. Do sterilnich vialek o objemu 40 ml s plynotésnymi vicky bylo do kazdé
davkovano 10 ml zao€kovaného MMK a poté bylo do vSech vialek ptidano 20 pl roztoku
TCE o koncentraci 1g/l. Mimo zkuSebni vialky s kulturou bylo pfipraveno i 9 ks vialek

s obsahem 10 ml MMK bez obsahu bakterialni kultury a 20 pl roztoku TCE.

Zbytek MMK s laktatem, fenolem a kulturou 5BZS bylo kultivovéano v lahvi pii 8 °C bez
TCE, coby kontrola ristu kultury bez TCE. Opticka densita této kultury v den nasazeni
pokusu bylo 0,1.

Kultivace byla provedena po dobu 32 dni pii 8 °C a bylo provedeno méfeni koncentrace
TCE. Ze zbylé suspenze po stanoveni koncentrace TCE ve vzorcich bylo zméfeno pH a to v

intervalech po 4, 11, 18, 25 a 32 dnech, kdy byl pokus ukoncen.
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4.2.8 Degradace TCE rostoucimi buiikami kultury 10AZS p¥ri teploté 8 °C, 180 mg/1
fenolu, pH 7,2 a pritomnosti 4 % NaCl.

Bylo pfipraveno 300 ml MM4. Nasledné bylo zméteno pH média, které mélo hodnotu 6,95.
Pomoci KOH bylo pH upraveno na hodnotu 7,4 a byla provedena jeho sterilizace. Po
sterilizaci bylo do MM4 piidéno 1,1 ml zdsobniho roztoku fenolu a 300 ul MEM vitamint,
poté bylo pH opét pfeméteno a jeho hodnota byla 7,2. Z ptipraveného média bylo 10 ml
pouzito na piedinkubaci kultury 10AZS ve zkumavkach pfi teploté 8 °C, po dobu 1 tydne.

Zbylych 290 ml MM4 s fenolem bylo zao¢kovano 290 pl predinkubované suspenze 10AZS
a bylo provedeno dokonalé promichéani. Néasledn¢ bylo davkovano 10 ml MMK se suspenzi

10AZS do sterilnich vialek a do kazdé vialky bylo ptidano 30 ul zasobniho roztoku TCE.

SoubéZzné byly piipraveny i slepé pokusy s pouZitim 10 ml demineralizované vody a 30 pl

zasobniho roztoku TCE do kazdé vialky.

Vsechny vialky byly kultivovany po dobu 19 dni pii teploté¢ 8 °C. Pribézn¢ byla métena

koncentrace TCE ve zkuSebnich vialkach a zbyla suspenze byla pouzita na pteméieni OD.

4.2.9 Degradace TCE rostoucimi buiikami kultury 8AZS p¥i teploté 8 °C, 180 mg/1
fenolu, pH 7,2 a pritomnosti 4 % NaCl.

Byl proveden totozny pokus degradace TCE v ptitomnosti 4 % NaCl, pouze s pouzitim
bakterialni kultury 8AZS. Postup piipravy MM4, tpravy pH, ptidavkti komponent, postup
predinkubace bakterialni kultury 1 mnozstvi davkovani MM4 a TCE do zkuSebnich vialek 1

demineralizované vody do slepych pokust byl stejny.

Vsechny vialky byly kultivovany po dobu 28 dni pii teploté 8 °C. Priibézné byla méfena

koncentrace TCE ve zkuSebnich vialkach a zbyla suspenze byla pouzita na pfeméfeni OD.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 51

5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Ruiistové testy bakterialnich kultur

5.1.1 Ovéfeni ristu bakterialnich kultur 1AZS a SBZS pii pH 5,2 a pH 7,2; pri
koncentraci fenolu 200 mg/1 a pri teplotach 8 °C a 23 °C

Nejprve bylo provedeno ovéieni rlstu bakteridlnich kultur 1AZS a 5BZS na fenolu o
koncentraci 200 mg/l v mineralnich médiich MM1 o pH 7,2 a MMK o pH 5,2. Do sterilnich
zkumavek pro kazdou kulturu bylo nadavkovano MMI1 a fenol s vyslednou koncentraci 200
mg/l, zkumavky byly zaoCkovany bakteridlni suspenzi a kultivovadny po dobu 14 dni pii
teplotach 8 °C a 23 °C. Stejny postup se opakoval pro ovéfeni ristu bakteridlnich kultur pii
pH 5,2. Ovéfeni ristu obou bakteridlnich kultur 1AZS i SBZS pfi neutralnim pH a pH 5,2
bylo uspésné jak pfti teplote 23 °C, tak pii teploté 8 °C. Bakterialni kultura 1AZS vykazovala
pti teploté 23 °C a neutralnim pH rust jiz tfeti den kultivace, pfi stejné teploté, ale pH 5,2
byl tento rlist zaznamenan jiz také tieti den, ovSem byl jen mirny. Kone¢na OD byla pii pH
5,2 mnohem nizs§i, ve srovnani s neutralnim pH. Pfi niz§ich teplotach zacal mirny rist kultury
pii pH 7,2 Sesty den a pii pH 5,2 az 11. den kultivace. Kone¢nd OD pfti obou teplotach se pii
pH 5,2 liila jen mirn€. Vysledky naznacuji, Ze bakterialni kultura 1AZS roste mnohem Iépe
pfi vyssi teploté, ovSem vliv na rlst ma také pH, které zplsobilo za stejnou dobu kultivace
mnohem niZ8i bakteridlni hustotu pti pH 5,2 ve srovnéni s pH 7,2. Kone¢né vysledky ristu
bakterialni kultury 1AZS jsou uvedeny v tabulce €. 8 a graficky znazornény na obrazku ¢islo

6.

Tabulka 8 Vysledky ristu kultury 1AZS na fenolu pfi teplotich23 a8 °CapH 7a5

Kultura 1AZS
pH7 pHS

Dny kultivace 23 °C 8°C 23 °C 8°C
0 0 0 0 0
3 1,2 0 0,4 0
4 1,7 0 0,6 0
6 1,85 0,1 0,6 0
7 1,85 0,3 0,6 0
11 1,85 0,6 0,65 0,15
14 1,85 0,7 0,7 0,4
18 1,85 0,85 0,75 0,6
21 1,85 0,85 0,75 0,6

Konec Konec Konec Konec
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e=@==Teplota 23 °C, pH 7 «=@==Teplota 8 °C, pH 7 «=@==Teplota 23 °C, pH 5 Teplota 8 °C, pH 5
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Dny kultivace

Obrazek 6 Rust kultury 1AZS na fenolu pfi pH 7 a 5 a teplotach 23 °C a 8 °C

Kultura 5BZS byla rovnéz schopna ristu pfi pH neutradlnim i kyselém. Pfi neutralnim pH 7
doslo k nartstu pii teploté 23 °C jiz po 3 dnech kultivace. Narist kultury pii teploté 8 °C byl
pomalejsi, prvni mirny nartst byl pozorovan po 6 dnech, avSak kone¢né vysledky schopnosti
rustu byly srovnatelné s teplotou 23 °C. Pii pH prostiedi 5 byl nartst kultury mirny a byl
prvné zpozorovan az po 7 dnech kultivace, a to pfi teploté 23 °C 1 8 °C. Vyssi hustotu bunck
vykazovaly vzorky kultivované pfi teploté 23 °C. Konecné vysledky rastu bakterialni
kultury 5BZS jsou uvedeny v tabulce €. 9 a graficky znazornény na obrazku ¢islo 7 a jsou

témeft srovnatelné pii obou teplotach.
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Tabulka 9 Vysledky rastu kultury SBZS na fenolu pii teplotach 23 a8 °CapH 7a 5

Kultura 5SBZS
pH7 pHS

Dny kultivace 23 °C 8°C 23 °C 8°C
0 0 0 0 0
3 1,1 0 0 0
4 1,3 0 0 0
6 1,3 0,05 0 0
7 1,3 0,35 0,2 0,15
11 Konec 0,95 0,5 0,3
14 - 1,25 0,7 0,45
18 - 1,25 0,8 0,7
21 - Konec 0,8 0,7
- - - Konec Konec

e=@==Teplota 23 °C, pH 7 «=@==Teplot 8 °C, pH 7 «=@==Teplota 23 °C, pH 5

1,4

1,2

1

0,8

0,6

Opticka densita bunék

10

15

Dny kultivace

Teplota 8 °C, pH 5

20

25

Obrazek 7 Rust kultury SBZS na fenolu pti pH 7 a 5 a teplotach 23 °C a 8 °C

Srovnani ristu obou bakteridlnich kultur pti pH 7 je zndzornéno na obrazku ¢. 8. Na obrazku

1ze vidét, Ze ob¢ bakterialni kultury rostly rychleji pfi teploté 23 °C. Rychlost rlistu pfi nizsi

teploté byla nejen pomalejsi, ale i konecnd hustota bakteridlnich suspenzi byla nizsi.
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Obrazek 8 Rust bakterialnich kultur na fenolu pti pH 7 a teplotach 23 °C a 8 °C

Srovnani ristu obou bakterialnich kultur pti pH 5 je zndzornéno na obrazku €. 9 a lze z n¢j
vycist, Ze rist kultury 1AZS pfi teploté¢ 23 °C je oproti kultuie SBZS rychlejsi, oviem
konec¢na hustota bun¢k je naopak vyssi u kultury SBZS. Pii niz8ich teplotach jsou vysledky

obou kultur velmi podobné jak v rychlosti riistu, tak i v kone¢né hustoté bunék.
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Obrazek 9 Rust bakterialnich kultur na fenolu pfi pH 5 a teplotach 23 °C a 8 °C
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5.1.2 Ovéreni ristu bakterialnich kultur pri riznych koncentracich fenolu:

Bylo provedeno ovéfeni rustu kultur 1AZS a 5BZS pfi riznych koncentracich fenolu,

neutralnim pH a nizké teplot¢.
Ruist bakterialni kultury 1AZS pii riznych koncentracich fenolu

V ramci prace byl proveden pokus rastu bakteridlnich kultur na riznych koncentracich
fenolu v rozmezi od 200 do 750 mg/1 za ucelem zjisténi optimélnich koncentraci fenolu pro
rust bakterii. Pokus byl proveden ve sterilnich zkumavkach s mineralnim médiem MM1 o
pH 7, riznych koncentracich fenolu a inkubaci pfi teploté 8 °C po dobu 27 dni. Priibézné
byla métfena optickd densita bunék ve vSech zkuSebnich zkumavkach. Bylo zjisténo, Ze
kultura 1AZS je schopna rustu pfi koncentracich fenolu pti hodnotach od 200 do 750 mg/I,
pficemz mnohem v¢tsi densita bunék byla zaznamenéna pfti koncentraci fenolu 750 mg/1 a
se snizujici se koncentraci fenolu klesala. Vysledky naznacuji, ze vyssi koncentrace fenolu
je pro rist bakterialni kultury 1AZS ptizniva. Pocatek ristu kultury je ovSem proti niz§im
koncentracim pomalejsi, za to vSak konecnd hustota bunck je nckolikandsobné vyssi.
Naopak pfi nizSich koncentracich fenolu je rist kultury zaznamenan jiz 2. den kultivace,
ovSem od 11. dne jiZ nedochazelo ke zvySeni OD. Koncentrace fenolu, dny kultivace a

prubézna densita buné€k pii inkubaci jsou uvedeny v tabulce €. 10.

Tabulka 10 Densita bunék 1AZS pfi riznych koncentracich fenolu pti 8 °C

Kultura 1A ZS
(densita bunék dle McFarlandovy stupnice)
Kultivace Koncentrace fenolu (mg/1)

(dny) 0 200 350 500 600 750
0 0 0 0 0 0 0
2 0 0,3 0,2 0 0 0
4 0 0,8 0,7 0,4 0,2 0
6 0 1,2 1,2 0,9 0,6 0,2
9 0 1,9 1,8 1,5 1,2 0,6
11 0 1,8 2,4 1,9 1,5 1
13 0 1,8 2,4 2,9 2 1,3
16 0 1,8 2,4 3,6 3,1 1,6
18 0 Konec Konec 3,6 39 2
20 0 - - 3,6 3,9 2,5
23 0 - - Konec Konec 34
27 0 - - - - 4,6
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Grafické znazornéni rastu bakterialni kultury 1AZS pfi riznych koncentracich fenolu a
teplot¢ 8 °C je uvedeno na obrazku ¢. 10. V grafu Ize vidét, ze kultura roste pfi vSech
uvedenych koncentracich fenolu. Rust je se zvySujici se koncentraci pomalejsi, ovSem

nejvyssi optické hustoty dosahla kultura naopak pfi nejvyssi testované koncentraci, tedy 750

mg/l.
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Obrazek 10 Grafické zndzornéni density bunék kultury 1AZS pfi raznych koncentracich
fenolu

Ruist kultury 5SBZS pii riiznych koncentracich fenolu

Totozné ovéteni rGstu bakterii pii riznych koncentracich fenolu bylo provedeno i1
s bakterialni kulturou 5SBZS. Tato kultura vykazovala nejvys$si nartist bun€k pfi koncentraci
fenolu 350 mg/l, ovSem za delSi Cas oproti nizsi koncentraci s hodnotou 200 mg/1, pfi které
byl taktéz zaznamenan mirny narist bun€k. Pti koncentracich fenolu 500 mg/l a vice jiz
kultura nebyla schopna ristu. Koncentrace fenolu, dny kultivace a pribéZzna densita bun¢k
v prubehu kultivace jsou uvedeny v tabulce ¢. 11, grafické znazornéni rastu kultury je
uvedeno na obrdzku €. 11. V grafu lze vidét, Ze rlst kultury je rychlej$i pii nejnizsi
koncentraci fenolu, ov§em vyssi opticke hustoty dosahla kultura pti vyssi koncentraci fenolu,

konkrétné¢ pii 350 mg/I. Pfi ostatnich koncentracich bylo ovéfeni ristu netispésné.
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Tabulka 11 Densita bun¢k SBZS pfi rtiznych koncentracich fenolu pti 8 °C

Kultura 5B ZS

Kultivace (densita bunék dle McFarlandovy stupnice)
(dny) Koncentrace fenolu (mg/1)
0 200 350 500 600 750
0 0 0 0 0 0 0
2 0 0,8 0 0 0 0
4 0 1,3 0,5 0 0 0
6 0 1,3 1,8 0 0 0
9 0 1,2 2,5 0 0 0
11 0 1,2 2.4 0 0 0
13 0 1,3 2.4 0 0 0
16 0 1,3 2.4 0 0 0
18 - Konec Konec 0 0 0
20 - - - 0 0 0
—@—Fenol 0 mg/| e=@==Fenol 200 mg/I Fenol 350 mg/I
Fenol 500 mg/| —@— Fenol 600 mg/| ==@==Fenol 750 mg/|
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Obrazek 11 Grafické znazornéni density bunck kultury SBZS pfi riznych

Dny kultivace

koncentracich fenolu
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5.2 Testy degradace TCE

5.2.1 Pribéh degradace TCE kulturou 1AZS p¥i nizké teploté a pH 7,2

Po Gspésném overeni ristu obou bakteridlnich kultur pfi riznych podminkach prostiedi byl
proveden pokus prvni degradace TCE pfi neutralnim pH za snizené teploty, tedy pii 8 °C.
Kultivace probihala po dobu 21 dni. Degradace TCE pfi 8 °C a pH 7,2 bakterialni kulturou
1AZS nebyla piili§ uspésnd, Z pocatecni koncentrace TCE 2474 pg/l byla po 21 dnech

nameéfena prumeérna koncentrace ve vialkach 1994,5 ng/l. Celkem bylo rozlozeno pouze 19,4

% TCE. Vysledky degradace jsou uvedeny v tabulce ¢. 12.

Tabulka 12 Degradace TCE kulturou 1AZS pti pH 7,2 a teploté 8 °C

Vysledna Primér
Vzorek Plocha peaku koncentrace TCE | koncentrace TCE
(ng/) (ng/)
Blank 1 642 947 24504
24740
Blank 2 655 328 2497,6
Vzorek 1 574 309 2188,8
1994,5
Vzorek 2 472 323 1800,1

5.2.2 Priibéh degradace TCE kulturou SBZS pfi nizké teploté a pH 7,2

Totozny pokus degradace TCE pfii neutrdlnim pH a snizené teploté 8 °C byl proveden 1
s bakterialni kulturou 5BZS. Degradace TCE pii 8 °C a pH 7,2 touto bakteridlni kulturou
byla 100 % uspéSna. Z pocatecni koncentrace TCE 2405,6 pg/l nebyl po 21 dnech pfi
analyze vzorkl nalezen zadny pik TCE, tudiz byl TCE kompletn¢ degradovan. Vysledné

koncentrace TCE po 21-denni degradaci jsou uvedeny v tabulce ¢. 13.

Tabulka 13 Degradace TCE kulturou SBZS pfti pH 7,2 a teploté 8 °C

Vysledna Priamér
Vzorek Plocha peaku koncentrace TCE | koncentrace TCE
(ng) (ng/)
Blank 1 642 358 2448,2 2405.6
Blank 2 619 986 23629
Vzorek 1 0 0,0
Vzorek 2 0 0,0 0
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5.2.3 Priibéh degradace TCE bakterialnimi kulturami pfi teploté 8 °C, pH 5,3 a

koncentraci fenolu 150 mg/l

Po provedenych pokusech degradace TCE s neutralnim pH byly provedeny obdobné pokusy
pii snizeném pH 5,32 a koncentraci fenolu 150 mg/l. Kultivace zaoCkovanych vialek
s obsahem MMK, vitamini MEM, fenolu o koncentraci 150 mg/l a bakteridlni suspenze
a pfitomnosti TCE probihala po dobu 30 dni pfi teplot¢ 8 °C a pribézné byly méteny
koncentrace TCE. Zbyl¢ suspenze po méfeni byly pouzity k méteni optické hustoty bakterii
apH. Z namétfenych hodnot je patrné, Ze ani jedna kultura nebyla uspésné v degradaci TCE
za podminek vstupniho pH 5,32, teploty 8 °C a koncentraci fenolu 150 mg/1. Kultura 1AZS
po 30 dnech kultivace rozlozila pouze 6,44 % TCE a kultura SBZS za stejnou dobu
degradace rozlozila pouze 7,59 %. Pokus byl vyhodnocen jako netisp&$ny pro ob¢ bakterialni
kultury. Vysledky méteni obsahu TCE ve vzorcich u obou bakterialnich kultur i blanki jsou
uvedeny v tabulkach ¢. 14 a 15.

Tabulka 14 Degradace TCE kulturou 1AZS pfi teploté 8 °C a pH 5,3

P O W
Dny Bakterialni Plocha Koncentrace konl;:::i:ce
kultivace | kultura 1AZS peaku TCE (ng/l) TCE (ug/l)
7 Blank 1 457 564 1743,9
7 Blank 2 441 508 1682,7 17133
23 Vzorek 1 386 041 1471,3 1514,1
23 Vzorek 2 408 517 1557,0
30 Vzorek 3 388 841 1482,0
30 Vzorek 4 431 419 1644,3 1602,9
30 Vzorek 5 441 429 1682,4
30 Blank 3 426 736 1626,4
= 1686,6
30 Blank 4 458 325 1746,8
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Tabulka 15 Degradace TCE kulturou SBZS pfi teploté¢ 8 °C a pH 5,3

Dny Bakterialni Plocha Koncentrace kolr)lzl;:;:ce
kultivace | kultura SBZS peaku TCE (ng/l) TCE (ug/l)
7 Blank 1 457 564 1743,9
= 17133
7 Blank 2 441 508 1682,7
23 Vzorek 1 414 404 1579.,4 1579.,4
30 Vzorek 2 403 865 1539,2
30 Vzorek 3 405 783 1546,5 1583,2
30 Vzorek 4 436 518 1663,7
30 Blank 3 426 736 1626,4 1686,6

Po stanoveni TCE ve vzorcich bylo ve zbylych suspenzich méfeno pH, pficemz bylo
zjisténo, ze dochazi k zasadnimu poklesu. U bakteridlni kultury 1AZS byl pokles pH
z puvodnich 5,32 na 4,1 a u bakteridlni kultury SBZS byl pokles z ptivodniho pH 5,32 az na
pH 3,8. Zasadni snizeni pH tak mohlo ovlivnit schopnost obou bakteridlnich kultur
degradovat TCE a tak zapfi¢init jeho neuspéSnou degradaci. K poklesu pH doslo nejspise
vlivem prvotni degradace fenolu, ktery byl do testd pfidan jako ristovy substrat a ktery
bakterialni kultury spotifebovavaji jako prvni. Nameétfené hodnoty pH a jejich pokles

v pribéhu degradace u obou bakterialnich kultur jsou uvedeny v tabulce €. 16.

Tabulka 16 Hodnoty pH bakteridlnich kultur 1AZS a 5BZS po riistu na fenolu a po
nepatrné degradaci TCE, pfi teploté 8 °C a pocatecnim pH 5,3

. pH pH pH

Dny kultivace 1AZS 5BZS blank
0 53 5,3 3,3
23 4.2 3,9 -
23 4.2 ; -
30 4.0 3,85 5,35
30 4.1 3,80 5,3
30 41 3,80 -

Moznym feSeni tohoto problému se tak nabizely dva rozdilné ptistupy. Jednim bylo vyuziti
laktatu sodného v riznych koncentracich jako druhého substratu, v kombinaci s potiebnym
fenolem. Druhou moznosti bylo pouziti klidovych buné¢k, predpéstovanych na samotném
fenolu, ale pfi mirné vyS$im pH (napf. pH 6, s predpokladem poklesu na pH cca 5),
s ndslednym pouzitim odstfedénych bunék pro degradaci TCE jiz bez ptidavku fenolu. Ob¢

moznosti byly v ramci dalSich fazi prace ovéteny.
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Obrazek 12 Chromatogram ze stanoveni koncentrace TCE -
blank, 29 dni kultivace

Obrazek 13 Chromatogram ze stanoveni koncentrace
TCE - 5BZS, 29 dni kultivace
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Obrazek 14 Chromatogram ze stanoveni koncentrace TCE -
1AZS, 30 dni kultivace

5.2.4 Priibéh degradace TCE nerostoucimi buiikami p¥i teploté 8 °C a pH 5,3

Jelikoz byl pokus degradace pii pH 5,3, teploté 8 °C a koncentraci fenolu 150 mg/1 vlivem
priliSného poklesu pH pii degradaci neuspésny, bylo jednou z mozZnosti k zabranéni poklesu
pH pouziti klidovych bunék, pfedpéstovanych na fenolu pii pH 6. Takto ptredpéstované
klidové bunky pak byly vyuZity k degradaci TCE jiz bez dalSiho pfidavku fenolu. Bylo
provedeno ptredpéstovani bun¢k obou bakterialnich kultur na fenolu o koncentraci 150 mg/1
pii vstupnim pH 6. Kultivace probihala pfi teploté 8 °C na tiepacce. Predpoklad pocatecniho
rastu u kultury 1AZS byl mezi 12.-14. dnem a jeho maximum bylo pfedpokladano mezi 21.-
24. dnem. U bakteridlni kultury 5BZS byl piedpokladany pocatek ristu u kultury SBZS byl

cca 10. den kultivace a jeho maxima cca 14. den.

Kultura SBZS byla po 18 dnech kultivace narostena vyrazné Iépe nez kultura 1AZS. Opticka
hustota po 18 dnech kultury 5SBZS byla 1,4 a 1,5. Vysledné pH po kultivaci bylo 5,01. Bylo
proto dale pracovano jiz jen s kulturou 5BZS. Po 18 denni kultivaci SBZS byla tedy
provedena centrifugace ve sterilnich kyvetach s naslednou resuspendaci bunék do

pripraven¢ho MMK. Nasledoval pokus degradace TCE pii 8 °C a pH 5,2.
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Vzorky i blanky byly nésledné kultivovany pfi 8 °C a pribézné byly méfeny koncentrace
TCE v intervalu 3, 5 a 7 dni, kdy byl pokus pro neuspésnost ukoncen. Po 7 dnech nerostouci
buiiky kultury SBZS rozlozily pouze 12,4 % ptitomného TCE. 5. den od zah4ajeni degradace
byla zméfena 1 hodnota pH, ktera byla pramérné 5,31. Jelikoz bakterialni kultura 1AZS byla
jiz pii kultivaci bunék pii koncentraci fenolu 150 mg/l pfi pH 6 nelspésnd, nebyla jiz
v dal$ich pokusech degradace v ramci této prace vyuzivana. Vysledky méfeni obsahu TCE
ve vzorcich a blancich jsou uvedeny v tabulce €. 17, jejich grafické znazornéni je uvedeno

na obrazku ¢.15.

Tabulka 17 Degradace TCE nerostoucimi bunikami kultury SBZS pfi teploté 8 °C a pH 5,3

Primér
Bakterialni Koncentrace
Dny kultivace Plocha peaku koncentrace
kultura SBZS TCE (ng/l)
TCE (ng/l)

3 Blank 2 502379 1914,7 1914,7
5 Vzorek 1 445093 1771

1773,8
5 Vzorek 3 466175 1776,5
7 Blank 3 464666 1771
7 Blank 4 494735 1885.5 1806,2
7 Blank 5 462353 1762
7 Vzorek 4 461931 1765.5
7 Vzorek 5 458849 1749 1767,7
7 Vzorek 6 469203 1788,5
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Obrazek 15 Grafické zndzornéni pritbé¢hu degradace TCE nerostoucimi bunkami kultury
5BZS pii teplote 8 °C apH 5,3

5.2.5 Ovéreni zmén pH p¥i ristu bakteridlnich kultur na fenolu v kombinaci

s laktatem sodnym, p¥i po¢ateénim pH 5,3

JelikoZ pfi prvnich pokusech degradace TCE dochdzelo vlivem fenolu, pouZivaného jako
rustovy substrat, k vyraznému poklesu pH (viz déle), mél tento pokles pravdépodobné vliv
na schopnost bakterialnich kultur degradovat TCE. Abychom ptedesli t¢émto poklestim, bylo
jednou z moznosti pouziti pfidavku laktatu, pfi jehoZ asimilaci by mélo pH mirné vzristat.
Bylo tedy provedeno ovéteni riistu bakteridlnich kultur na fenolu s pfidavkem laktatu a to
v riznych pomeérech koncentraci. Postup byl proveden obdobné jako piedchozi riistové
pokusy, srozdilem snizeni koncentrace fenolu a s pfidanim laktitu sodného. Mnozstvi
davkovanych komponent a jejich koncentrace jsou uvedeny v tabulce €. 9. Kultivace kultur
probihala pii teploté 8 ° po dobu 26 dni, kdy byl opticky sledovan rist kultury a po 26 dnech
bylo pfeméieno pH a opticka densita bun¢k. Mirny nértst kultury 1AZS pii koncentraci 150
mg/l fenolu bez ptidavku laktatu byl zaznamenan 21. den kultivace, pfi koncentraci fenolu
75 mg/l a laktatu 125 g/l byl zaznamenan rust kultury jiz 17. den kultivace. Pti koncentraci
fenolu 75 mg/1 a laktatu 150 mg/I byl rist zaznamenan 13. den a ve zkumavkéch s fenolem

o koncentraci 50 mg/1 a fenolu 150 mg/l byl mirny rst zaznamenén jiz 12. den. Vysledky
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ukazuji, Ze se zvySujici se koncentraci laktatu roste rychlost rstu. Snizena koncentrace

fenolu neméla na rust zvlast velky vliv.

Totozny pokus se stejnymi koncentracemi fenolu i laktatu byl proveden i s kulturou SBZS.
Slaby rtst byl pfi koncentraci fenolu 150 mg/l bez piidavku laktatu zaznamenan 17. den
kultivace, pti koncentraci fenolu 75 mg/1 a laktatu 125 mg/1 byl mirny rist pozorovan jiz 10.
— 11. den. Pfi koncentraci fenolu 75 mg a zvySené koncentraci laktatu 150 mg/1 byl néartst
pozorovan 10 den kultivace, stejné tak riist ve zkumavkach s obsahem fenolu o koncentraci
50 mg/l a laktatu 150 mg/l. Kultura SBZS roste s kombinaci substratu fenol + laktat mnohem
rychleji, nez na samotném fenolu, coz znaci, ze ptidany laktat ma ptiznivy vliv na rist

kultury.

Davkovani jednotlivych komponent a jejich koncentraci bylo totozné jako u bakteridlni
kultury 1AZS.V tabulce €. 18 lze vidét kromé koncentraci substrat také kone¢né hodnoty
pH obou kultur v zavislosti na riznych pomérech davkovanych komponent. Vliv laktatu na
pH byl pii pokusech s obéma bakteridlnimi kulturami zna¢ny. U obou kultur doslo se
zvySujici se koncentraci laktatu ke zvySeni pH. VéEtsi zvysSeni pH s pfidanym laktatem bylo
naméfeno u bakteridlni kultury 5SBZS, oproti pH bez pfidani laktatu, nicméné konecné
hodnoty pH jsou u obou kultur v podstaté totozné pii vSech zkouSenych koncentracich

laktatu.

Tabulka 18 Vstupni koncentrace fenolu, laktatu a hodnoty pH po inkubaci

Konc. fenolu Konc. laktatu pH konec 1AZS pH konec SBZS
(mg/1) (mg/1)
150 --- 4,01+4,25 3,75+3,78
75 125 5,45+5.47 5,59+5,60
75 150 5,65+5,63 5,68+5,69
50 150 5,75+5,78 5,73+5,76

5.2.6 Priibéh degradace TCE rostoucimi buiikami kultury SBZS pfri teploté 8 °C a

sniZzené koncentraci fenolu s pridanym laktatem, pH 5,2

Druhou moznosti, jak zabranit poklesu pH pii degradaci TCE, bylo snizeni koncentrace
fenolu a pfidani laktatu. Byl tedy proveden pokus degradace TCE rostoucimi buiikami
kultury 5SBZS za podminek snizené koncentrace fenolu s pfidanym laktatem. Koncentrace

fenolu byla 80 mg/l, koncentrace laktatu 125 mg/l. Vstupni pH mineralniho média bylo 5,2



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 66

a teplota kultivace 8 °C. Kultura byla kultivovana po dobu 25 dni. V pribéhu kultivace byla
métena koncentrace TCE a zbyla suspenze po méteni TCE byla vyuzita na méteni optické
hustoty bunék. Z namétenych dat 1ze vidét mirnou degradaci TCE. Jeho koncentrace byla na
pocatku pokusu 1816,2 pg/l a kone¢na koncentrace po 25 dnech kultivace byla 854,95 ng/l.
Celkem bylo po 25 dnech kultivace odstranéno 52,93 % trichlorethylénu, coz lze povazovat
za mirn¢ pozitivni vysledek. Klesajici koncentrace TCE ve vzorcich v pribéhu 25 denni
kultivace je uvedena v tabulce €. 19 a grafické znazornéni ubytku TCE je vyobrazeno na
obrazku €. 16. Namétené data ukazuji, ze kultura SBZS je schopna degradace TCE pii pH
5,2 ateploté¢ 8 °C mnohem vice s pridavkem laktatu, jelikoz nedochazi k vyraznému poklesu
pH, jako v ptedchozich testech.

Tabulka 19 Degradace TCE kulturou 5SBZS pfi teploté 8 °C a pH 5,2, snizené koncentraci
fenolu a s ptidavkem laktatu

D.ny Bakterialni Plocha Koncentrace koii::::ce
kultivace | Kkultura SBZS peaku TCE (ng/l) TCE (ug/l)
4 Blank 1 473 389 1804,2
4 Blank 2 464 799 1771,5 1816,2
4 Blank 3 491 452 1873,1
12 Vzorek 1 441 379 1682,2
12 Vzorek 2 433 187 1651,0 1636,0
12 Vzorek 3 413170 1574,7
18 Vzorek 4 297 415 1133,5
18 Vzorek 5 216 997 827,0 936,9
18 Vzorek 6 223 098 850,3
18 Blank 4 471 861 1798.,4
18 Blank 5 460 867 1756,5 17774
25 Vzorek 7 222 143 846,6 854,95
25 Vzorek 8 226 514 863,3
25 Blank 6 452 473 1724,5
25 Blank 7 459 782 1752,4 1760,2
25 Blank 8 473 248 1803,7
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Obrazek 16 Grafické znadzornéni pritbé¢hu degradace TCE kulturou SBZS pfi teploté 8 °C,
snizeném obsahu fenolu a s pfidavkem laktatu

5.2.7 Pribéh degradace TCE rostoucimi butikami kultury SBZS p¥i teploté 23 °C,

sniZené koncentraci fenolu s laktatem a pH 5,2

Abychom si ovéfili, zda mala mira degradace TCE je vice ovlivnéna niz8i teplotou ¢i
kyselejsim pH, byl proveden totozny pokus degradace TCE kulturou 5BZS (rostoucimi
buitkami) za podminek pH 5,2, sniZené koncentrace fenolu s pfidanym laktatem, ale pfi vyssi
teploté (23 °C). Kultura byla kultivovana rovnéZ po dobu 25 dni a priibézné byla métena
koncentrace TCE a zbyla suspenze po méteni TCE byla vyuzita na méfeni optické hustoty

bunék.

Vysledky uvedené v tabulce €. 20 a jejich grafické zndzornéni na obrazku ¢. 17 naznacuji,
ze schopnost degradace TCE kulturou 5BZS je sice mirné€ lepsi pfi teploté 23 °C nezZ pii 8
°C, ale zdaleka nedosahuje tplného odstranéni TCE. Celkové kultura po 40 dnech kultivace
pii 23 °C odstranila 62 % TCE. Vysledky tak naznacuji, Ze teplota m4 jen mirny pozitivni

vliv na schopnost degradace TCE touto bakterialni kulturou.
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Tabulka 20 Degradace TCE kulturou 5SBZS pfi teploté 23 °C a pH 5,2, snizené koncentraci

fenolu a s pfidavkem laktatu

P o W
Dny Bakterialni Plocha Koncentrace konzlelll:::‘;ce
kultivace | kultura SBZS peaku TCE (ng/l) TCE (ug/l)
3 Blank 1 349 770 1333,1
3 Blank 2 351929 1341,3 1368,2
3 Blank 3 375 288 1430,3
3 Vzorek 1 318 880 1215,3
2o 1268,5
3 Vzorek 2 346 776 1321,7
10 Vzorek 3 195 728 746,0
10 Vzorek 4 200 144 762,8 760,1
10 Vzorek 5 202 448 771,6
10 Blank 4 331093 1261,9
1257,1
10 Blank 5 338 043 1288,4
17 Vzorek 6 163 703 623,9 634.1
17 Vzorek 8 181 604 692,1 ’
40 Vzorek 9 125 784 479,4
40 Vzorek 10 135321 515,7 519,9
40 Vzorek 11 148 105 564,5
40 Blank 6 272 908 1040,1
40 Blank 7 364 884 1390,7 1257,1
40 Blank 8 351 741 1340,6
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Obrazek 17 Grafické zndzornéni pribéhu degradace TCE kultury SBZS pfi teploté 23

°C, pH 5,2 a sniZzeném obsahu fenolu, s ptidavkem laktatu
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Obrazek 18 Chromatogram ze stanoveni koncentrace
TCE - 5BZS, 3dny kultivace pti 23 °C

Obrazek 19 Chromatogram ze stanoveni
koncentrace TCE - 5BZS, 32 dni kultivace
pii 23 °C
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V pribéhu degradace byly zbytky bakteridlni suspenze po zméieni koncentrace TCE vyuzity
na zméfeni pH. Vysledky ukazuji na mirné zvySeni pH v prabéhu kultivace, které¢ bylo
zpusobeno vyuzivanym laktitem sodnym - vysledky tak ukdzaly, Ze takto zvolené
podminky degradace jsou spravné pro zabezpeCeni vhodnéjsi hladiny pH. Naméiené

hodnoty jsou uvedeny v tabulce €. 21.

Tabulka 21 Zmény pH béhem ristu kultury SBZS pii degradaci TCE pti 23 °CapH 5,2 s
piidavkem laktatu a snizené koncentraci fenolu

Dny kultivace pH bakterialni kultury SBZS Prumérné pH
3 5,45 5,56 - 5,51
10 5,63 5,68 5,67 5,66
17 5,75 5,8 5,84 5,8
40 5,95 5,99 5,91 5,95

Jelikoz pokus degradace TCE kulturou SBZS pfi teploté 8 °C, koncentraci fenolu 80 mg/I,
125 mg/1 laktatu, pH 5,2 ukazal jen ¢astecnou miru odstranéni TCE, byl proveden prakticky

stejny pokus, ovSem se snizenou vstupni koncentraci TCE.

Bylo pfipraveno mineralni médium MMK o pH 5,2 s obsahem vitaminli MEM, z4sobniho
roztoku fenolu a zdsobniho roztoku laktatu. Vialky byly pfipraveny s MMK s obsahem
vitamini MEM, zdsobniho roztoku fenolu o koncentrace 190 mg/l a zdsobniho roztoku
laktatu o koncentraci 125 mg/l. Poté¢ byl do vSech vialek piidan zasobni roztok TCE
v objemu 20 pl. Kultivace probihala pfi teploté 8 °C po dobu 32 dnti a priib&ézné byla méfena
koncentrace TCE a ze zbytku suspenze bylo provedeno méfeni hodnot pH. Z naméfenych
dat uvedenych v tabulce €. 22 a jejich grafického znazornéni na obrazku ¢. 20 vyplyva, ze
schopnost rozlozeni TCE touto bakteridlni kulturou pii sniZené vstupni koncentraci TCE je

velmi ptizniva. Z po€atecni koncentrace TCE 1181 pg/l bylo rozloZeno celkem 89,8 %.
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Tabulka 22 Degradace TCE kulturou SBZS pfi teploté 8 °C, pH 5,2, s ptidavkem laktatu,

90 mg/1 fenolu a snizené koncentraci vstupniho TCE

D.ny Bakterialni Plocha Koncentrace kol:lzzll::::ce

kultivace | kultura SBZS peaku TCE (ng/l) TCE (ug/l)

4 Blank 1 312 340 11904 11810

4 Blank 2 307 379 1171,5

4 Vzorek 1 332948 1269,0 1238,0

4 Vzorek 2 316 690 1207,0

11 Vzorek 3 267 004 1017,6

11 Vzorek 4 275 757 1051,0 1044,7

11 Vzorek 5 279 581 1065,6

18 Vzorek 6 154 378 588.,4

18 Vzorek 7 194 108 739.,8 612,0

18 Vzorek 8 133 275 507,9

18 Blank 3 300977 1147,1

18 Blank 4 308 192 1174,6 1163,3

18 Blank 5 306 506 1168,2

25 Vzorek 9 29 627 112,9 119.7

25 Vzorek 10 33169 1264 ’

32 Blank 6 321 124 1223,9

32 Blank 7 316 001 1204,4 1214,4

32 Blank 8 318 761 1214,9

32 Vzorek 11 26 016 99,2

32 Vzorek 12 30 393 115,8 110,7

32 Vzorek 13 30 712 117,1
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Obrazek 20 Grafické znazornéni pribéhu degradace TCE kulturou SBZS pfi teploté 8
°C, pH 5,2, s ptidavkem laktatu, 90 mg/I fenolu a snizené koncentraci vstupniho TCE

Obrazek 21 Chromatogram ze stanoveni koncentrace TCE -
blank, sniZena vstupni koncentrace TCE
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Obrazek 22 Chromatogram ze stanoveni koncentrace
TCE - 5BZS, kultivace 32 dni pfi snizené vstupni
koncentraci TCE

V pribéhu degradace bylo rovnéz méteno pH, kdy naméfené hodnoty opét ukazovaly na
mirné zvyseni v pribéhu degradace. ZvySeni pH v tomto i1 pfedchozich pokusech s pfidanym
laktatem naznacuji jeho tispéSnost v zabranéni poklesu pH. Namétené hodnoty jsou uvedeny

v tabulce ¢. 23.

Tabulka 23 Zmény pH pii degradaci TCE kulturou 5SBZS pii 8 °C a pH 5,2 s pfidavkem
laktatu, 90 mg/1 fenolu a snizené koncentraci vstupniho TCE

Dny kultivace pH bakterialni kultury SBZS Prumérné pH
4 52 52 - 5,2
11 5,45 5,39 5,48 5,44
18 5,71 5,82 5,78 5,77
25 5,65 5,57 - 5,61
32 5,65 5,62 5,63 5,63
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5.2.8 Priibéh degradace TCE rostoucimi butikami kultury 10AZS p¥i teploté 8 °C,
180 mg/1 fenolu, pH 7,2 a pFitomnosti 4 % NaCl

Jelikoz bylo cilem této prace 1 ovéteni degradace TCE v piitomnosti zvySené koncentrace
NacCl, byl proveden pokus degradace TCE v piitomnosti fenolu o koncentraci 180 mg/1, pii
pH 7,2 s ptitomnosti 4 % NaCl bakterialni kulturou 10AZS. VSechny vialky s obsahem
MM4 s ptidavkem vitamint MEM, fenolu o koncentraci 180 mg/l, 4 % NaCl byly
obohaceny o TCE a kultivovéany pfi 8 °C po dobu 19 dni. Prubézné¢ byla méfena koncentrace
TCE. V tabulce €. 24 jsou uvedeny naméiené koncentrace TCE ve zkuSebnich i slepych
vialkach. Dle namétenych vysledkt byla degradace TCE nepfilis§ uspésna, po 19 dnech bylo
rozlozeno pouze 29,6 % pritomného TCE. Grafické zndzornéni pribehu degradace je
uvedeno na obrazku €. 23.

Tabulka 24 Degradace TCE rostoucimi butikami kultury 10AZS pfi teploté 8 °C, 180 mg/1
fenolu, pH 7,2 a pritomnosti 4 % NaCl

D.ny Bakterialni Plocha Koncentrace koii::::ce
kultivace | kultura SBZS peaku TCE (ng/l) TCE (ug/l)
2 Blank 1 430 571 1641,0
2 Blank 2 474 337 1807,8 1709,9
2 Blank 3 441 050 1681,0
12 Vzorek 1 313139 1193,5
12 Vzorek 2 339 768 12949 1251,3
12 Vzorek 3 332 064 1265,6
19 Vzorek 4 320 886 1223,0
19 Vzorek 5 305 596 1164,7 1204,6
19 Vzorek 6 321701 1226,1
19 Blank 4 430 039 1639,0
19 Blank 5 452 362 1724,1 1692,3
19 Blank 6 449 657 1713,8
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Obrazek 23 Grafické znazornéni pribéhu degradace TCE rostoucimi buiikami kultury
10AZS pfi teploté 8 °C, 180 mg/I fenolu, pH 7,2 a pfitomnosti 4 % NaCl

\ T

Obrazek 24 Chromatogram ze stanoveni koncentrace TCE —
blank, MM4, 19 dni
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Obrazek 25 Chromatogram ze stanoveni koncentrace
TCE - 10AZS, MM4, 19 dni

5.2.9 Priibéh degradace TCE rostoucimi buiikami kultury 8AZS p¥ri teploté 8 °C,
180 mg/1 fenolu, pH 7,2 a pritomnosti 4 % NaCl

Jelikoz pii pokusu degradace TCE bakteridlni kulturou 10AZS pfi snizené teploté a
pritomnosti 4 % NaCl bylo rozlozeno pouze 29,6 % TCE, byl proveden totozny pokus
degradace TCE za stejnych podminek bakterialni kulturou 8 AZS. Byly pfipraveny vialky
s obsahem MM4 s pfidavkem vitamint MEM, koncentraci fenolu 180 mg/1 a 4 % NaCl pfi
pH 7,2. Do kazd¢ vialky byl pfidan zasobni roztok TCE v objemu 30 pl.

Vsechny piipravené vialky byly kultivovany pti 8 °C po dobu 28 dni. Pribézné byla méfena
koncentrace TCE. V tabulce €. 25 jsou uvedeny namétené koncentrace TCE ve zkuSebnich
1 slepych vialkach. Dle naméfenych vysledkl byla degradace TCE malo Uspés$na, po 28
dnech bylo rozlozeno pouhych 19,97 % ptitomného TCE. Grafické zndzornéni priab&hu

degradace je uvedeno na obrazku ¢. 25.
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Tabulka 25 Degradace TCE rostoucimi buiikami kultury 8AZS pii teploté 8 °C, 180 mg/1
fenolu, pH 7,2 a pfitomnosti 4 % NaCl

P o W
Dny Bakterialni Plocha Koncentrace konzlelll::::;ce
kultivace | kultura SBZS peaku TCE (ng/l) TCE (ug/l)
3 Blank 1 420 257 1601,7
3 Blank 2 433 047 1650,5 1649,6
3 Blank 3 445 164 1696,6
12 Vzorek 1 371 315 1415,2
12 Vzorek 2 368 794 1405,6 1417,7
12 Vzorek 3 375 841 1432,4
19 Vzorek 4 333759 1272,0
19 Vzorek 5 348 179 1327,0 1309,0
19 Vzorek 6 348 413 1327,9
28 Blank 4 407 880 1554,5
28 Blank 5 440 195 1677,7 1625,5
28 Blank 6 431 386 1644,1
28 Vzorek 7 336 271 1281,6
28 Vzorek 8 368 310 1403,7 1320,2
28 Vzorek 9 334 597 1275,2
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Obrazek 26 Grafické zndzornéni pribéhu degradace TCE rostoucimi buitkami kultury

Dny kultivace

8AZS pii teploté 8 °C, 180 mg/I fenolu, pH 7,2 a ptitomnosti 4 % NaCl
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ZAVER

Vyznamnym celosvétovym problémem je lokalni kontaminace pid a podzemnich vod
trichlorethylénem (TCE), coz je toxicka latka neblaze plsobici na zivotni prostiedi,
zivoCichy 1 lidské zdravi. Cilem této diplomové prace bylo zjistit, zda je kometabolicka
degradace TCE reélna i pii méné piiznivych podminkach, tedy za snizené teploty spolu s
nizkym pH nebo s vy$sim obsahem soli. V préci byly vyuzity bakterialni kultury pracovné

oznacen¢ 1AZS, SBZS, 10AZS a 8AZS.

Ovéiovaci rustové pokusy bakteridlnich kultur 1AZS a 5BZS na fenolu pfi riznych
podminkach prostiedi byly Gspésné, ovsem ptiznivéjsi vysledky vykazovala kultura SBZS.
Uspésnost degradacnich testit TCE pii podminkach pH 7, teploté 8 °C a 200 mg/I fenolu
byly rozdilné. Kultura 1AZS nebyla spé$na, bylo rozloZeno pouze 19,4 % TCE, naopak
kultura 5BZS rozlozila 100 % ptitomného TCE. Naproti tomu, degradace TCE pfi
podminkach pH 5,2, teploté¢ 8 °C a koncentraci fenolu 200 mg/l byla neuspésna pro obé
bakterialni kultury, nebot’ po 30 dnech doslo k rozloZeni jen velmi malého podilu TCE.
Ptic¢inou byl zasadni pokles pH u obou bakterialnich kultur, ktery byl dan rozkladem
jediného substratu (fenolu), vedouciho k vytvoreni podminek, jeZ nebyly pro degradaci TCE
priznivé. Aby se ptedeslo snizeni pH béhem rtustu bunék na fenolu, byly jednak provedeny
degradacni testy sklidovymi bunikami a také testy degradace TCE s vyuZitim dvou
rustovych substratl — fenolu a laktatu sodného. Zatimco testy s klidovymi bunikami ukéazaly
jen nepatrnou miru degradace TCE buitkami kultury SBZS, pokusy rozkladu TCE pfi pouZiti
fenolu v kombinaci s laktatem ptinesly zajimave vysledky, nebot’ kultura SBZS rozlozila za
25 dni pti pH 5,2, teploté 8 °C a pti vstupni koncentraci 1816,2 pg/1 52,9 % TCE. Pro ovéteni
vlivu teploty byl proveden i pokus pfi teploté 23 °C, ktery se ukédzal rovnéz uspésny a bylo
pii ném rozloZzeno 62 % TCE. Nasledn¢ byl proveden také degradacni test se snizenou
vstupni koncentraci TCE (okolo 1200 pg/1), ktery byl velmi pozitivni, jelikoZ bylo rozloZeno
témeét 90 % TCE. Vysledky testl tedy ukazuji, Ze bakteridlni kultura SBZS je schopna
rozkladat TCE i pti 8 °C a nizSich hodnotach pH, za podminek pouziti dvou rtastovych

substratu — fenolu a laktatu sodného.

Testy degradace TCE pomoci bakteridlnich kultur 10AZS a 8AZS, provadéné v prostiedi
s pritomnosti 4 % NaCl, nebyly pfili§ uspésné. Kultura 10AZS pti podminkach 4 % NaCl,
teploté 8 °C a pH 7,2 rozlozila pouze 29,6 % TCE ze vstupni koncentrace 1709,9 pg/l.
Degradace TCE kulturou 8 AZS pfi stejnych podminkach byla ispésna také pouze z necelych
20 %. Pro tspé&snou degradaci TCE za chladu a pfi zvySenych koncentracich NaCl by tedy
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bylo do budoucna vhodné pokusit se najit nové (pravdépodobné gramnegativni) bakteridlni

kultury rostouci na fenolu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 80

SEZNAM POUZITE LITERATURY

ATAPATTU, Sanka N. a Azamat TEMERDASHEV. Recent advances in gas
chromatography injection port derivatization in analytical method development. TrAC
Trends in Analytical Chemistry [online]. 2023, 168 [cit. 2024-02-25]. ISSN 01659936.
Dostupné z: doi:10.1016/j.trac.2023.117334

AZIZIAN, Mohammad F., Jonathan D. ISTOK a Lewis SEMPRINI. Evaluation of the in-
situ aerobic cometabolism of chlorinated ethenes by toluene-utilizing microorganisms using
push—pull tests. Journal of Contaminant Hydrology [online]. 2007, 90(1-2), 105-124 [cit.
2023-11-27]. ISSN 01697722. Dostupné z: doi:10.1016/j.jconhyd.2006.09.015

Bonvallot N, Harrison P, Loh M. Trichloroethylene. In: WHO Guidelines for Indoor Air
Quality: Selected Pollutants. Geneva: World Health Organization; 2010. 8. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 138713/

COLEMAN, Nicholas V., Timothy E. MATTES, James M. GOSSETT a Jim C. SPAIN.
Biodegradation of cis -Dichloroethene as the Sole Carbon Source by a -
Proteobacterium. Applied and Environmental Microbiology [online]. 2002, 68(6), 2726-
2730 [cit. 2024-01-09]. ISSN 0099-2240. Dostupné z: doi:10.1128/AEM.68.6.2726-
2730.2002

DOLINOVA, Iva, Martina STROJSOVA, Miroslav CERNIK, Jan NEMECEK, Jifina
MACHACKOVA a Alena SEVCU. Microbial degradation of chloroethenes: a
review. Environmental Science and Pollution Research [online]. 2017, 24(15), 13262-13283
[cit. 2023-11-28]. ISSN 0944-1344. Dostupné z: doi:10.1007/s11356-017-8867-y

ECHA, © 2023 c. EUROPEAN CHEMICALS AGENCY. Notified classification and
labelling according to CLP criteria. Echa.europa.eu [online]. [cit. 2023-12-09]. Dostupné z:
https://echa.europa.eu/cs/information-on-chemicals/cl-inventory-database/-

/discli/details/124309

FRIIS, Anne K., Axel C. HEIMANN, Rasmus JAKOBSEN, Hans-Jorgen ALBRECHTSEN,
Evan COX a Poul L. BJERG. Temperature dependence of anaerobic TCE-dechlorination in
a highly enriched Dehalococcoides-containing culture. Water Research [online].
2007,41(2), 355-364  [cit. 2024-01-08]. ISSN  00431354. Dostupné z:
doi:10.1016/j.watres.2006.09.026


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK138713/
https://echa.europa.eu/cs/information-on-chemicals/cl-inventory-database/-/discli/details/124309
https://echa.europa.eu/cs/information-on-chemicals/cl-inventory-database/-/discli/details/124309

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 81

GAZA, Sarah, Kathrin R. SCHMIDT, Pascal WEIGOLD, Michael HEIDINGER a Andreas
TIEHM. Aerobic metabolic trichloroethene biodegradation under field-relevant
conditions. Water Research [online]. 2019, 151, 343-348 [cit. 2023-11-27]. ISSN 00431354.
Dostupné z: doi:10.1016/j.watres.2018.12.022

CHAUHAN, Mansi, Ayushi KIMOTHI, Avinash SHARMA a Anita PANDEY. Cold
adapted Pseudomonas: ecology to biotechnology. Frontiers in Microbiology [online]. 2023,
2023-7-17, 14 [cit. 2023-12-09]. ISSN 1664-302X. Dostupné Z:
doi:10.3389/fmicb.2023.1218708

CHHEDA, Dhawal a George A. SORIAL. Evaluation of co-metabolic removal of
trichloroethylene in a biotrickling filter under acidic conditions. Journal of Environmental
Sciences [online]. 2017, 57, 54-61 [cit. 2024-01-05]. ISSN 10010742. Dostupné z:
doi:10.1016/j.jes.2016.12.008

IRZ, 2023. INTEGROVANY REGISTR ZNECISTOVANI. Ministerstvo Zivotniho

prostiedi Ceské republiky. irz.cz [online]. [ivanova

cit. 2023-10-09]. Dostupné Z:
https://www.irz.cz/sites/default/files/latky/Trichlorethylen Karta latky 11012019 .pdf

IRZ, 2023. INTEGROVANY REGISTR ZNECISTOVANI{. Ministerstvo Zivotniho
prosttedi Ceské republiky. irz.cz [online]. [cit. 2023-10-09]. Dostupné z:
https://www.irz.cz/sites/irz.env.cz/files/repository/latky/trichlorethylen.pdf

IVANOVA, Anastasiya A., Svetlana A. MULLAEVA, Olesya I. SAZONOVA, Kirill V.
PETRIKOV a Anna A. VETROVA. Current research on simultaneous oxidation of aliphatic
and aromatic  hydrocarbons by Dbacteria of genus Pseudomonas. Folia
Microbiologica [online]. 2022, 67(4), 591-604 [cit. 2023-12-09]. ISSN 0015-5632.
Dostupné z: doi:10.1007/s12223-022-00966-5

KORSHUNOVA, T. Yu.,, M. D. BAKAEVA, E. V. KUZINA, G. F. RAFIKOVA, S. P.
CHETVERIKOV, D. V. CHETVERIKOVA a O. N. LOGINOV. Role of Bacteria of the
Genus Pseudomonas in the Sustainable Development of Agricultural Systems and
Environmental Protection (Review). Applied Biochemistry and Microbiology [online].
2021,57(3), 281-296  [cit.  2023-12-10]. ISSN  0003-6838. Dostupné  z:
doi:10.1134/S000368382103008X


https://www.irz.cz/sites/default/files/latky/Trichlorethylen_Karta_latky_11012019%20.pdf
https://www.irz.cz/sites/irz.env.cz/files/repository/latky/trichlorethylen.pdf

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 82

KRAJCIRIKOVA, Sabina. Degradace trichloroethenu bakterii Comamonas testosteroni za
snizenych teplot. Zlin: Univerzita Tomase Bati ve Zlin¢, 2022, 93 s. Dostupné také z:
http://hdl.handle.net/10563/51241. Univerzita Tomase Bati ve Zlin¢. Fakulta technologicka,

Ustav inzenyrstvi ochrany zivotniho prostiedi. Vedouci prace Razicka, Jan.

LEE, Chi-Yuan a Wen-Der LIU. The effect of salinity conditions on kinetics of
trichloroethylene biodegradation by toluene-oxidizing cultures. Journal of Hazardous
Materials [online]. 2006, 137(1), 541-549 [cit. 2024-01-08]. ISSN 03043894. Dostupné z:
doi:10.1016/j.jhazmat.2006.02.031

LEE, Chi-Yuan, Yu-Chia CHAN a Chin-Lung LIN. The effect of salinity on
trichloroethylene co-metabolism by mixed cultures enriched on phenol. World Journal of
Microbiology and Biotechnology [online]. 2005, 21(3), 359-365 [cit. 2024-01-08]. ISSN
0959-3993. Dostupné z: doi:10.1007/s11274-004-2611-8

LIANG, Youxiang a Huimin YU. Genetic toolkits for engineering Rhodococcus species with
versatile applications. Biotechnology Advances [online]. 2021, 49 [cit. 2023-12-09]. ISSN
07349750. Dostupné z: doi:10.1016/j.biotechadv.2021.107748

Literdk, J., Katedra organické chemie, Ptirodovédeckd fakulta, Masarykova Univerzita

[online] 2008 [cit. 2008-05-08] dostupné na <http://www.chemi.muni.cz/~literak/uvod.pdf>

MA, Jinglin, Yan ZHUANG, Yonggang WANG, Ning ZHU, Ting WANG, Hongbin XIAO
a Jixiang CHEN. Update on new trend and progress of the mechanism of polycyclic aromatic
hydrocarbon biodegradation by Rhodococcus, based on the new understanding of relevant
theories: a review. Environmental Science and Pollution Research [online]. 2023, 30(41),
93345-93362 [cit. 2023-12-09]. ISSN 1614-7499. Dostupné z: doi:10.1007/s11356-023-
28894-y

MATTES, Timothy E., Anne K. ALEXANDER a Nicholas V. COLEMAN. Aerobic
biodegradation of the chloroethenes: pathways, enzymes, ecology, and evolution. FEMS
Microbiology Reviews [online]. 2010, 2010-07-01, 34(4), 445-475 [cit. 2023-09-29]. ISSN
1574-6976. Dostupné z: doi:10.1111/§.1574-6976.2010.00210.x

MEDIC, Ana B. a Ivanka M. KARADZIC. Pseudomonas in environmental bioremediation
of hydrocarbons and phenolic compounds- key catabolic degradation enzymes and new
analytical platforms for comprehensive investigation. World Journal of Microbiology and
Biotechnology [online]. 2022, 38(10) [cit. 2023-12-09]. ISSN 0959-3993. Dostupné z:
doi:10.1007/s11274-022-03349-7



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 83

NZILA, Alexis. Update on the cometabolism of organic pollutants by
bacteria. Environmental Pollution [online]. 2013, 178, 474-482 [cit. 2023-11-09]. ISSN
02697491. Dostupné z: doi:10.1016/j.envpol.2013.03.042)

PAROUSKOVA, Klara. Degradace trichloroethenu gramnegativnimi bakteriemi pti nizké
teploté. Zlin: Univerzita TomaSe Bati ve Zling, 2023, 63 s. Univerzita Tomase Bati ve Zling.

Fakulta technologicka, Ustav inzenyrstvi ochrany Zivotniho prosttedi.

PATEK, Miroslav, Michal GRULICH a Jan NESVERA. Stress response in Rhodococcus
strains. Biotechnology Advances [online]. 2021, 53 [cit. 2023-12-09]. ISSN 07349750.
Dostupné z: doi:10.1016/j.biotechadv.2021.107698

RUZICKA, Jan. Biodegradace trichlorethylenu imobilizovanymi bakterialnimi kulturami.

Brno: Masarykova universita v Brng, 2004

REHM, H.-J. a G. REED, ed. Biotechnology [online]. Wiley, 2000 [cit. 2023-12-09]. ISBN
9783527283231. Dostupné z: doi:10.1002/9783527620951

SAEKI, Satoshi, Satoshi MUKAI, Kazuhiro IWASAKI a Osami YAGI. Production of
Trichloroacetic Acid, Trichloroethanol and Dichloroacetic Acid from Trichloroethylene
Degradation by Methylocystis sp. Strain M. Biocatalysis and Biotransformation [online].
2009, 2009-07-11, 17(5), 347-357 [cit. 2024-01-09]. ISSN 1024-2422. Dostupné z:
doi:10.3109/10242429909015235

SANOW, Stefan, Weiqi KUANG, Gabriel SCHAAF, Pitter HUESGEN, Ulrich SCHURR,
Ute ROESSNER, Michelle WATT a Borjana ARSOVA. Molecular Mechanisms of
Pseudomonas -Assisted Plant Nitrogen Uptake: Opportunities for Modern
Agriculture. Molecular Plant-Microbe Interactions® [online]. 2023, 36(9), 536-548 [cit.
2023-12-10]. ISSN 0894-0282. Dostupné z: doi:10.1094/MPMI-10-22-0223-CR

SHAO, Yiru, Paul B. HATZINGER, Sheryl H. STREGER, Rachael T. REZES a Kung-Hui
CHU. Evaluation of methanotrophic bacterial communities capable of biodegrading
trichloroethene (TCE) in acidic aquifers. Biodegradation [online]. 2019, 30(2-3), 173-190
[cit. 2024-01-05]. ISSN 0923-9820. Dostupné z: doi:10.1007/s10532-019-09875-w

SCHMIDT, Kathrin R., Tobias AUGENSTEIN, Michael HEIDINGER, Siegmund ERTL a
Andreas TIEHM. Aerobic biodegradation of cis-1,2-dichloroethene as sole carbon source:

Stable carbon isotope fractionation and growth characteristics. Chemosphere [online].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 84

2010, 78(5), 527-532  [cit.  2024-01-09]. ISSN  00456535. Dostupné z:
doi:10.1016/j.chemosphere.2009.11.033

SUTTINUN, Oramas, Ekawan LUEPROMCHAI a Rudolf MULLER. Cometabolism of
trichloroethylene: concepts, limitations and available strategies for sustained
biodegradation. Reviews in Environmental Science and Bio/Technology [online].
2013, 12(1), 99-114 [cit. 2023-11-27]. ISSN 1569-1705. Dostupné z: doi:10.1007/s11157-
012-9291-x

Seveik, J., G., K., Katedra analytické chemie, Pfirodovédecka fakulta, Karlova Univerzita
[online] 2008 [cit. 2008-05-08] dostupné na

<http://www.natur.cuni.cz/~sevcik/plyn_chrom.pdf>

STULIK, Karel. Analytické separaéni metody. Praha: Karolinum, 2004. ISBN 80-246-0852-
9.

TIEHM, Andreas a Kathrin R SCHMIDT. Sequential anaerobic/aerobic biodegradation of
chloroethenes—aspects of field application. Current Opinion in Biotechnology [online].
2011, 22(3), 415-421  [cit.  2023-12-09]. ISSN  09581669. Dostupné z:
doi:10.1016/j.copbio.2011.02.003

WOITOWICZ, Petr, Optimalizace teplotné¢ programovatelného nastfiku velkého objemu
vzorku v plynové chromatografii metodou planovaného experimentu, Olomouc, Univerzita
Palackého v Olomouci, 2009, 71 S. Dostupné také VA http://
https://theses.cz/id/rayk07/517568 Univerzita Palackého v Olomouci, Pfirodovédecka
fakulta, Katedra analytické chemie. Vedouci prace doc. RNDr. Tomas Adam, Ph.D.

WU, Zhineng, Quanli MAN, Hanyu NIU, et al. Recent advances and trends of
trichloroethylene biodegradation: A critical review. Frontiers in Microbiology [online].
2022,  2022-12-22,13 [cit. ~ 2023-10-05]. ISSN  1664-302X.  Dostupné  z:
doi:10.3389/fmicb.2022.1053169

YANG, Cai-En, Chih-Yun WU, Yu-Cheng LIU, Ethan I. LAN a Shen-Long TSAL
Cometabolic degradation of toluene and TCE contaminated wastewater in a bench-scale
sequencing batch reactor inoculated with immobilized Pseudomonas putida F1. Journal of
the Taiwan Institute of Chemical Engineers [online]. 2019, 104, 168-176 [cit. 2023-12-10].
ISSN 18761070. Dostupné z: doi:10.1016/j.jtice.2019.09.003



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 85

ZALESAK, Michal, Jan RUZICKA, Robert VICHA a Marie DVORACKOVA, 2017.
Cometabolic degradation of dichloroethenes by Comamonas testosteroni RF2.
Chemosphere. 186, 919-927. ISSN 00456535. Dostupné zZ:
doi:10.1016/j.chemosphere.2017.07.156

ZALESAK, Michal, Jan RUZICKA, Robert VICHA a Marie DVORACKOVA, 2021.
Examining aerobic degradation of chloroethenes mixture in consortium composed of

Comamonas testosteroni RF2 and Mycobacterium aurum L1. Chemosphere. 269. ISSN

00456535. Dostupné z: doi:10.1016/j.chemosphere.2020.128770

ZHANG, Ying, Miao HU, Pengfei LI, Xin WANG a Qingjuan MENG. Analysis of
trichloroethylene removal and bacterial community function based on pH-adjusted in an
upflow anaerobic sludge blanket reactor. Applied Microbiology and Biotechnology [online].
2015,99(21), 9289-9297 [cit. 2024-01-09]. ISSN 0175-7598. Dostupné z:
doi:10.1007/s00253-015-6800-1

ZIHLOVA, Monika. Biodegradace organickych polutanti. Brno. MASARYKOVA
UNIVERZITA, 2013, 51 S. Dostupné také z:
https://is.muni.cz/th/wqrj1/Biodegradace organickych polutantu Zihlova.pdf.

Masarykova univerzita. P¥irodovédecka fakulta, Ustav experimentélni biologie.


https://is.muni.cz/th/wqrj1/Biodegradace_organickych_polutantu_Zihlova.p