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SOUHRN

Tato prace se zabyva odstamm, pogipadt snizenim kontaminaceug, zpisobenou
vybusninami, pro pozii vyuZziti.

NejvétSim zneistujicim elementem o i povrchovych vod je zbrojni famysl, ale i
tovarny na vyrobu barviv.

Pojednava se zde o vyuziti bakterii, hub a rogifimasledné biodegradaci trinitrotoluenu
a jemu pibuznych kontaminaft

Jsou zde rozebirdny bidegradace pomoci orgdinisraavislosti na fitomnosti a
koncentraci kysliku, tj. za aerobni¢hanaerobnich podminek.

Mimo jiné jsou zde popisovany dalSi technologickétppy @i odbouravani explosiv a to
fyzikalné-chemické degradace rap sanace kontaminovanychugd kompostovanim,
dekontaminace tw vyuzitim Land farming, sanaceigp metodou Soil slurry reactord
dekontaminace perkalaimi technikami.

SUMMARY

This work deals with elimination or reduction of g3tble soil's contaminats, namely
explosives for utilization in the future.

The greatest contaminating elements of soils amfhsel water are not only armaments
industry but also factories for production of dyes.

The thesis deals with the use of bacterias, fungg @lants by the following
biodegradation of trinitrotoluene and its congemeantaminants.

The work analyses biodegradation supported by @gam a dependence on a presence
and a concentration of oxygen that are aerobimaewmbic conditions.

This work describes also technological procedunesldgradation of explosives that are
physicaly-chemical degradation for example the tamaof contaminated soils by
composting the soil's decontamination with the eonption of Land farming method, or the
decontamination of the percolation techniques.

KLI COVA SLOVA
TNT, biotransformace, biodegradace

KEYWORDS
TNT, biotransformation, biodegradation



ZLAMALOVA, M. Biotransformace aromatickych nitroksk. Brno: Vysoké &eni technické
v Brr¢, Fakulta chemicka, Ustav chemie a technologie amghizivotniho progedi, 2008.
33 s. Vedouci bakaigké prace prof. RNDr. Zdeék Friedl, CSc.

PROHLASENI:

ProhlaSuiji, Zze jsem bakakou praci vypracovala samostatm Ze vSechny pouzité
literarni zdroje jsem spra¥ra Uplre citovala. Bakalgska prace je z hlediska obsahu
majetkem Fakulty chemické VUT v Bfra miZze byt vyuZzita ke komeénim (Eelim jen
se souhlasem vedouciho baksk& prace agkana FCH VUT.

PODEKOVANI :

Uvodem bych clila podtkovat vedoucimu své bak#&é prace panu prof. RNDr. Zdeu
Friedlovi, CSc za odborné vedeni, rady igp@minky, které mi udil béhem zpracovani
bakal&ské prace. Bkuji také svym roditm za podporu a vSem, kieni poskytli pomoc fi
realizaci mé prace.



.......................................................................................................................... 6
1.1 ToXiCIta NItrOAIOM@L.........cciiiiiieiiie et e e 7
2. Biodegrad&ni drahy NitrOArOMALT ............covvveiiiiiiiiiiiiisie e s e e e e ee e e e ee e e e e e e e e e eeeeeeeeenannnes 8
2.1 Biodegradai drahy TNT (2,4,6-trinitrotoluenu) .........ccceeeeevieeieieeiiiiiiiiiiiiiinns 8
2.2 Biodegradace popsanaiamych mikroorganismi..................evvveiiiiiiineeeeeeeeneeenn. 9
2.2.1 Degradace v zavislosti koncentrace KysliKu...........cccoovvvvviiiiiinnnnnnn. 12
2.2.1.1 Anaerobni prasti ..........ccceeeeeiiiiiiiiie e 12
2.2.1.1.1 BAKIEIE ...uuvuviiiiiiiiiiiiimmmeeiiiiiiiie ettt 12
2.2.1.2 Aerobni Profdi ......eeeeeieeeee e e 14
2.2.1.2.1 BaKLEII@ .eevviiiiiiieie e eeemmciee e 14
2.2.1.2.2 HOUDY cooiiiiiiiiiiie et 15
2.2.1.2.3 ROSHINY ..coiiiiiiiiiiiii s 18
3. Technologicka Z&IZeni @ POSTUPY ...ccveiiiieieeiiiiiiiiiitet et e e e e e e e e e e e e e e 18
3.1 Sanace kontaminovanycddkompostoOVaNim ..........ccoeveeveiiiiiiiiieeeeeeneeeeennn 19
3.2 Dekontaminaceip vyuzitim Land farming .........ccccccvvvvvvivemeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeennn 22
3.3 Sanace(d metodou Soil SIUrry reactors ...........coicreec e 22
3.4 Dekontaminace perkdlami technikami ..........cccccccoiiiiiiiiiicciiiiiiiieee 24
3.5 DalSi MELOAY ..oovveieeiieiee et e e e e 24
Y 1 1 T PP PPUPPRPRPP 25
T 1 (T = LU | - PSSO PR PPPPPUPPURT 26



1. Uvod:

Vybusniny pati mezi latky, které ve dvacatém stoleti vyznamovlivnily Zivotni
prostedi. Nejen jejich fimy efekt — explose — ale také toxicita a perzisternehodnocuijici
stav girozenych ekosystém Explosivni latky Ize z chemického hlediska oleomecklit do
skupin nitroaromdt, nitramimi a nitrat ester [1]. Zastupci jednotlivych skupin se liSi
chemickou povahou, ktera amje jejich reaktivni vlastnosti a také jejich takic pro Zivé
organismy a veSkeré ekosystémy. Nejvice je zdeekladiraz na biologické degradace
nitroaromad s vyuzitim bakterii a hub (plisni, mikromicet).

DuleZitym zastupcem nitroaromatickych steanin je bezesporu 2,4,6-trinitrotoluen (TNT),
pak még ¢asto pouzivany 2,4-dinitrotoluen (DNT).

V minulosti @ pramyslové vyrol dochézelo ke vzniku dalSich polohovych isoimer
trinitrotoluenu, jez mohou byt tos&jSi nez samotny 2,4,6-trinitrotoluengmito isomery,
jakoz i jejich potencionalnimi produkty bitransfoaioe, se na rozdil od trinitrotoluentive
nikdo nezabyval.

Pro vyhodnoceni toxikologického a ekotoxikologickéhvyznamu trinitrotoluenu,
pramyslow vyrakéného star§imi metodami, je tedy vhodné znat i ntasdt €chto latek stejé
tak, jako vztahy mezi strukturoéchto latek a jejich akutni toxicitou [2].

TNT byl v minulosti nejpouzivaijSi vybusninou, a proto se stal modelovou &kminou
pro vyzkum biologickych efelt (akutni a chronické toxicity, genotoxicity) a také
biodegradaci.

NejvétSi podil na zn@steni pad a povrchovych vod ma zbrojnigonysl. DalSim velkym
zrojem kontaminace jsou tovarny na vyrobu barviter& ve svych odpadnich vodach
vypousti nezanedbatelné mnozstvi TNT jako vedlejgitoduktu [3]. ZvySené koncentrace
TNT v pidé nebo vod jsou také nalézany na lokalitach, kde dochazi kRipudacici likvidaci
vybusnin.



1.1 Toxicita nitroaromatu

Nitroaromatické vybusniny (2,4,6-trinitrotoluen, 4jinitrotoluen a jejich izomery) a
produkty jejich chemickych a biologickych reakciogs velmi nebezpmé pro Zivotni
prostedi.

Nebereme-li v Gvahu riziko samovolného vznicenT I dochazi k samovzniceni jiZip
koncentraci 1,2 %) [4], nelze opomenout ani toxiekékty €chto latek na zivé organismy.
Nitroaromaty jsou obeénvysoce toxické latky s mutagennimi vlastnostmi.TTiNv malych
davkach (18ug/kg) vykazuje silg inhibicni Cinek @i pokusech na jednob&mych
sladkovodnichaséach [3]. B koncentraci 50 mg/kg dochazi k silnému omezésiur &tSiny
hub, kvasinek, plisni a ®akterii [5].

Toxicita a mutagenita nitroarontédje ovlivnéna umisinim nitroskupin na aromatickém
jadie [6]. V lidském organismu dochazi usfedku intoxikace TNT k poruSe krvetvorby, ke
kiecim, bolestem hlavy a poruse dychani. Po chroniokgozci TNT bylo pozorovano
poSkozeni jater (TNT-hepatitida). Dale dochazi dsptké anemii acasté jsou také
neuropatologické symptomy [7]. TNT jako ve ¥odhalo rozpustna latka do organismu
vstupuje zejména M&banim pokoZzkou nebo sliznicemiaéto dochazi k intoxikaci po
vdechovani aerosolu).

Mutagenita a toxicita TNT byla studovan&kalika testy toxicity. Nejvice vysledkbylo
publikovano z bakterialniho bioluminisgariho testu Microtox [8]. Byla rowZ stanovena
toxicita v testech letality ryb a kor§39]. Udaje o genotoxicitvychazi z vysledk Amosova
testu [10]. Testem letality ryb &¢gna LGo (letdlni — smrtelnd koncentrace pro 50 %
zkoumanych ryb) pro TNT se pohybovala v rozmezt 3 ang/l [5].

Velkou pozornost jeitba ¥novat také meziprodulin degradace TNT. Metabolity
redukce nitroskupin jako jsou nitrosoderivaty, hydraminoderivaty a aminoderivaty
vykazuji ve ¥tSin¢ testi vysSi toxicitu nez TNT [11]. Také u technickycheparath TNT,
které jsou zn#&Steny temito latkami, je pozorovana vysSi toxicita. RéZmpo vstupu TNT do
organismu mze dochazet k biotransformacim, ktéasto vedou ke zémam toxicity mvodni
latky [12].



2. Biodegrada&ni drahy nitroaromat @

Toxicita a mutagenita explosiv pro Zivé organismyake jejich stalost v jednotlivych
slozkach ekosystéinvyvolala otazku jejichtizené degradace. V minulosti byly &egtji
vyuzivany chemické a fyzikalni #ipoby destrukce vybu$nirCasto pouzivana metoda
spalovani nebo otéené explose je dosti finam nakladna a néfis Setrna k Zivotnimu
prostedi. Také dalSi Zysoby odbouravani explosiv fyzikalni nebo chemickastou jsou
nékladné a malo efektivni.

V druhé polovig devadesatych let dvacatého stoleti se rozvinulanosi degradace
explosiv. modernimi biotechnologickymi postupy. Richnologické procesy vyuzZivaji
k premené vybusnin mikroorganisin— nefastji bakterii a hub, které jsou izolovanyimo
z kontaminovanych lokalit. Studovana je také moZgesetické manipulace mikroorganigm
s cilem vnést do jejich genetické vybavy geny pFgrddéni enzymy.

Biodegradani metody jsou v principu velmi jednoduché a majativne nizké provozni
néklady. Nezanedbatelnym faktorem je réxiejich ekologénost.

Mezi nevyhody pdt delSi doba rekultivace kontaminované oblasti.bFimem je take
vyuziti biologickych metod pro degradace subsétrétvelmi vysokymi koncentracemi
explosiv, kde jsou mikroorganism§nito latkami inhibovany.

Koneinym cilem bioremedimiho procesu je dokonald mineralizace Skodliviny (t
pievedeni pvodni latky na jednoduché molekuly — ¢egtji oxid uhlicity a vodu). V mnoha
piipadech vSak dochazi pouzedst&né gemené kontaminani a je tedy nutné dnem
remedi&niho procesu sledovat nejen Ubytekv@dni latky, ale i produkty reakci a testovat
jejich toxicitu.

Degradéni procesy vyuzivajici bakterii a nizSich hub Izhlediska podminek reakce
roz&lit na procesy aerobni (probihajicich zispupu kysliku nebo kyslik vyZzadujici) a
procesy anaerobni. Podminky procesu degradace rherdal ovliviuji prabéh
biochemickych reakci, kdy za anaerobnich podmimekézi najastji k redukénim reakcim,
uplné mineralizace degradovaného substratu je dasgén ridka. Aerobni mikroorganismy
naopak penenuji substrat oxidéné s vyuzitim kysliku — v mnohatipadech byla prokazéna
Uplna mineralizace.

Dulezitym faktorem je takéifftomnost externiho uhliku.iPn¢kterych biodegradacich je
vyuzivan jako jediny zdroj uhliku prévdegradovany polutant. V mnoha&igadech vSak
mikrooranismy pro sy rast vyzaduji pirozeny zdroj uhliku (najklad sacharid) a
k biochemickym pemenédm polutantu dochazi pouze v poéd@&bmetabolismu.

2.1 Biodegrad&ni drahy TNT (2,4,6-trinitrotoluenu)

Trinitrotoluen je od z&éatku dvacatého stoleti v rozsahl&envyuzivan k vyrob vybusnin.
Po roce 1920 byl zahajen vyzkum chovani TNT v Zivgcganismech a osudu v Zivotnim
prostedi. Tento vyzkum se vyrazmrychlil béhem 2. s¥tové valky, v jejimz pibéhu doslo



k mohutné produkci TNT i jinych vybuSnin. V této lwo se také objevil problém
kontaminovanych lokalit se zvySenou koncentraci TNT

2,4,6-trinitrotoluen je nepolarni sléenina s relativ malou rozpustnosti ve véd
(150 mg/l @i 25°C) [13]. T nitroskupiny v polohach 2-, 4-, 6- se chovajigaélektrofilni
objemné substituenty a vyznaéredukuji elektronovou hustotu v aromatickém krahtim
casténé brani elektrofiinimu ataku mikrobialnich enz§m predevsim oxygenaz. Jedny
z prvnich analyz osudu TNT v lidském organismu bpovedeny na pracovnicich ze
zbrojaskych tovaren. V jejich nid byly jako metabolity TNT nalezenyiedevsim 2,4-
diamino-6-nitrotoluen; 2,2°,6,6"-tetranitro-4,4 exgtoluen a jejich konjugaty
s glukuronovou kyselinou. Vyskyt éthto chemickych latek jiz nazéaval mozné
biochemické mechanismy odbouravani TNT mikroorgagig14, 15, 16]. Jak prokéazali
pozcjSi studie, dochazi dnhem degradace TNT houbami a bakteriemi v prvnimkikro
k redukci nitroskupin na aromatickém {@d17], dalSi reakce vedou k o&#tni substituefit
a oteweni aromatického kruhu.

Do devadeséatych let dvacatého stoleti nebyly kadigp poznatky o Uplné destrukci
aromatického jadra TNT¢hem mikrobialnich degradaci. Poprvé bylo popsarastipeni
aromatického jadrarpstudiich biodegradace 2,4-diamino-6-nitrotolueraerobnim prosedi
pomoci Pseudomonas fluorescens [18]. V té dok byla prokdzana degradace aromatického
kruhu v gitomnosti kysliku s vyuzitim kmene mikromyceBhanerochaete chrysosporium
[19].

Od té doby byl vyzkum biodegradaci z&em nejen na zakladni poznatky biotransformaci
(biochemické drahy, vyzkum enzyna produki), ale dochazi i k intenzivnimu vypracovani
biotechnologickych Zdzeni pro dely biodegradaci.

2.2 Biodegradace popsana uiznych mikroorganismu

Béhem dlouholetého vyzkumu biodegradaci TNT jako nmdelatky se poddo popsat
mnozstvi tiznych degradaich metabolickych cest v zavislosti na:

1. pouzitém druhu mikroorganismu

2. chemickych podminkach, za kterych byly experimgmtywadny (pfitomnost kysliku,

pH apod.)

3. na gitomnosti elektronovych akcepftor

4. na @itomnosti substréta zdrofi Zivin (uhliku a dusiku)

Degradace xenobiotik probiha u mnohych mikroorgafiisjako kometabolismus.
V takovém pipact nedokaze organismusgst za pitomnosti xenobiotika jako jediného zdroje
uhliku a je nutné dodat jiny hlavni zdroj uhliku. kineni rodu Pseudomonas dochazi
nagiklad ke stimulaci metabolismu xenobiotik fitpmnosti glukosy nebo kvasmého
extraktu [20]. Existuji vSak také mikroorganismytedé nevyzaduji jiny zdroj uhliku nez
samotné xenobiotikum (tedy TNT) [21, 22] a dokagpsdne degradovanou latku vyuZzit pro
vlastni fist. V rekterych gipadech bylo navic prokazano, Zét@mnost jiného zdroje uhliku

inhibuje degradaci nebo Uplnou mineralizaci TNT][23



Velka pozornost byla takéémovana podminkam re&ki snesi. Nékolik praci bylo
zantieno na usgsnost degradaci TNT v zavislosti ndtpmnost kysliku, nitratu, sulfatu a
oxidu uhlgitého [24, 25, 26, 27]. V z&vislosti ndznych podminkéch tak dochazitdkenému
zpasobu transformace TNT a vznikaji odliSné matabolity

Schéma 1lukazuje pedpokladané metabolity mikrobialni degradace TNAawislosti na
koncentraci kysliku v degradiai snesi.
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(prevzato z prace [28])

Na zaklad dlouholetého vyzkumu bylo také vypracovano zjedrsemhé metabolické
schema mikrobialni degradace TNT (\chéma 2
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Ne vSechny mikroorganismy jsou vSak schopny deg@dmolekulu TNT az na COa
H,0, tj. mineralizovatCasto dochazi pouzedést&né gemsns funkenich skupin, ficemz
vlastni aromatické jadraigtava chemicky nez&ng¢no.

Ptikladem organismu, ktery mineralizuje TNT jsou kiendu Pseudomonas, strain 1-
2WT nebo Il BX [22]. V pipac uvedenych bakterii bylo prokdzano odséramitroskupiny
z aromatického kruhu z&ipomnosti kysliku s mineralizaci v naslednych kebci

Won a kolektiv [30] popisuji vysledky degraaéch studii $seudomonas sp., strain Y, 1,
Il. Autoii prokazali odstragni nitro skupiny z aromatického skeletu po jejigini redukci na
R-NH.

DalSi degradai cesta byla popsana Mycobacterium sp. Strain HL-4-NT-1. Tento
mikroorganismus odstiiaje redukci nitro skupiny z aromatického kruhu @ nitritu pies
nestabilni hydrid — Meisenheinierkomplex [31].

Kromé bakterii byla mineralizace TNT prokdzana také&kterych zastupc hub, zejména
Phanerochaete chrysosporium. Mechanismus mineralizace je prapddobré biochemicky
odlisSny od bakteridlniho a je mnohem méprostudovan. Mezi zastupci micromycet
schopnymi degradovat TNT Ize jmenovat zejména ligié hniloby [23, 32, 33, 34].

VétSina zkoumanych mikroorganisimvSak dokaze TNT redukovatiipejmensim na
aminoderivaty. Tyto slateniny vSak vykazuji toxitéjSi efekty nez vlastni TNT [1]. Navic
dochazi k jejich masivni sorbci nakteré kompartmenty mikrobidlnich btk na mdni
castice nebo tvd molekuly polymerni povahy, cozZ snizuje biodostginmolekul pro dalsi
biodegradace.

2.2.1 Degradace v zavislosti na koncentraci kysliku

Z hlediska reagniho schématu a zejména f&lity @itomnosti kysliku Ize biodegradace
TNT rozcElit na degradace v anaerobnim a aerobnim fmoistV nasledujici kapitole jsou
podrobrji piedlozeny rozdily v biodegradacich TNT probihajicichnaerobnim prosdi a
v prostedi s pimym pistupem kysliku. V ramci podkapitol jsou potom detace rozéleny
na degradace s vyuZzitim bakterii (anaerobni i agrplostedi) a hub — mikromycet (jedna se
o striktre aerobni mikroorganismy).

2.2.1.1 Anaerobni prostedi

2.2.1.1.1 Bakterie

Vyzkum moznych degradaci TNT byl vdacich zamen na nalezeni vhodnych
anaerobnich bakterii. Mnoho striktnanaerobnich bakterii se ¢&astuje hlavnich
dekompozinich reakci v Zivéifirodk a jejich geneticka vybava je velmi bohata naopnnost
redukenich enzyn.

12



Bylo prokazano, ze sulfidogenni bakterie spolu&supci roduClostridium jsou schopné
redukce nitroskupin TNT viftomnosti oxidu uhiiitého, vodiku nebo pyruvatu [27].
Limitujicim krokem série redukich reakci byla redukce 2,4-diamino-6-nitrotoluema
triaminotoluen. Ten byl nasledranaerob# transformovan na neznamy produkt. Odsirdn
triaminotoluenu bylo v dalSich pracich uskuno také aerobnv pritomnosti Mi* ionti
[27].

V jinych pracich [35, 36] byl triaminotoluen nalezgako produkt hydrolyzy a adukt
triaminotoluenu s methylglyoxalem jako k@mg metabolit transformace TNT kmenem
Clostridium bifermentans LIP-1.

Anaerobni redukci TNT studovali podabf87] s vyuzitim bakteriVeillonela alkalescens.
Autori prokazali redukci TNT (fivodni koncentrace 0,1 g/l) na triaminotoluen. Reakyla
podmiréna gitomnosti silného redékihocinidla v médiu (H).

Jako konény produkt anaerobni (ale i aerobni) transformabd pomoci fakultativi
anaerobnich bakterii druh&seudomonas fluorescens byl prokazan 4-N-acetylamino-2-
amino-6-nitrotoluen [38].

DalSi studie $seudomonas pseudoalcaligenes JS52 [39, 40] prokazala redukci TNT
v anaerobnim prosgdi pomoci enzymu nitrobenzenreduktazy na 4-hydaoxiyno-2,6-
dinitrotoluen. V dalSim kroku byl tento meziprodue gitomnosti NAD(P)H déale redukovan
na aminodinitrotoluen nebo na 2-hydroxylamino-44amab-nitrotoluen. Koneny produkt
degradace nebyl identifikovan. DalSi prace vyuzpa transformacich TNT kmene
Methanococcus sp (strain B). Byla téZ prokadzana uplna degradace TND mg/kg) z média
za 40-60 dni. Vyslednym produktem byl 2,4-diaminpoiBotoluen. Reakce probihala
v anaerobnich podminkach za syceni,@Qa pitomnosti redu&niho¢inidla (Hy).

Pfi studiich biodegradaci TNT se zastupci sirnych téxik Desulfovibrio spp. byla
prokdzana redukceipodni molekuly na aminodinitro- a diaminonitrotahye[41]. V médiu
byly mezi produkty reakce detekovany také dalSiaimality — kyselina nitrobenzoova,
cyklohexanon, 2-methylpentanova kyselina a takéelkys méselna a octova. Zyodniho
mnozstvi TNT bylo 49,6 % fpménéno az na kyselinu octovou. V experimentech
s Desulfovibrio spp. slouzil TNT jako jediny zdroj uhliku.

Mnoho praci prokazalo, Ze TNT a jeho degeadgrodukty se &tSinou vazi ireversibika
na lipidy bukéné membrany a &y a také na ostatni mastné kyseliny a &vproteiny.
Tento fakt niize byt jednou ziin obtizné degradovatelnosti TNT v anaerobnich
podminkadch a rowi maze vyswtlovat negativni vysledky snah o analytickou detekc
konenych metabolii degradace TNT.

Za striktre anaerobnich podminek nebyld pn situ experimentech s kontaminovanou
pudou prokdzana vyznamna mineralizace TNT na.@@dukce TNT je zpravidla ukdena
tvorbou triaminotoluenu.

V piipac, Ze hem degradmich kroki dojde ke zvySeni redoxniho potencialu piecbt
nad -250 mV nebo k navazandkiterého intermediatu na huminové kyseliny, je ddgmai
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reakce ukobtena pedtasre a jako vysledné produkty biodegradace jsou nalérémnaminy
[42, 43, 44].

2.2.1.2 Aerobni prostedi

2.2.1.2.1 Bakterie

Mnohé prace za#tiené na degradace TNT vyuZivaji diifakultativre i striktné aerobnich

bakterii. Nefastji jsou degradace provédy se zastupci Gakterii s bohatou enzymatickou
vybavou.

Pri studiich aerobni degradace TNT pomoci kineodu Pseudomonas (Y, 1, 1) byla
prokdzana kometabolickd redukce na 4-hydroxylan@iedinitrotoluen, 2-amino-4,6-
dinitrotoluen a diaminonitrotoluen [45]. Mezi daisiprodukty byly identifikovany 2,2",6,6-
tetranitro-6-azoxytoluen. Jako hlavni zdroj uhlikyla vyuZzita glukdza. Kultivéeni médium
bylo obohaceno také o kvasny extrakt. DalSi degradace 2-amino-4,6-dinitrotolu a
diaminonitrotoluenu jiz nebyla prokazana. P@&ernpani TNT jako substratu se dale postupn
degraduji pouze v prvnich krocich produkované agloxgeniny.

Pfi studiich sEscherichia coli a Pseudomonas FR2 dochazi za aerobnich podminek
k redukcim dvou zefit nitroskupin na benzenovém fédnitroreduktazovym enzymatickym
systémem, ktery pro spravnou funkci vyZaduje jakerizym NAD(P)H nebo flavoprotein.
Pri redukcich nebyla prokazan#&temnost hydrogenaz [37].

Vanderberg a kolektiv [46] popsali¢peni aromatického kruhu TNT s vyuzitim kmene
druhuMycobacterium vaccae. Reakce probihéres hydrid — Meisenheimigr komplex a jako
produkty  byly identifikovany  noveé oxidai  metabolity: 2,4-diamino-6-
nitrobenzylmathylether a 4-amino-2,6-dinitrobenzagyselina.

Jind studie ®seudomonas fluorescens [18] popsala aerobni odstrar aminoskupiny
z meziproduktu degradace TNT — 2,4-diamino-6-nitikegnu — za vzniku hydroxyderivatu a
amoniaku. V dalSim kroku degradace bylo prokazda@eni aromatického kruhu.

Studie sPseudomonas savastanoi prokazaly denitraci TNT (0,07 g/l) na 2,4-dinitrhten a
NO, [47]. Denitrace byla kuriéznpodpdena gidavkem NQ do media a odstranim NH4+.
Pridavek glukosy podporoval degradaci TNT ke teofbamino-4,6-dinitrotoluenu a byla
potlatena denitrace. Uplna mineralizace nebyla v uvedesérad: prokazana.

S vyuzitim kmene druhGerratia marcescens pii aerobni degradaci TNT (0,05 g/l), ktery
souwasre slouzil jako jediny zdroj energie i uhliku, bylaogazana tvorba 4-amino-2,6-
dinitrotoluenu a 2-amino-4,6-dinitrotoluenu.ridfavek detergeit (Tween 80) zvySoval
rychlost uvedeného kroku degradace [48].
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Aerobni degradace TNT s vyuZzitim bakterialnich kinerafadu praktickych vyhod.

1. VétSina degrada¢ aktivnich bakterii byla vyizolovanaimo z kontaminovanychul

a dokaze se tak rychle adaptovat na nové fmaisha jinych kontaminovanych lokalitach.
2. Bakterie jsou oproti houbam i jinym organi&m obec® mére citlivé k toxicit€ TNT.

3. Ve srovnani s anaerobnimi reakcemi byla v aerobrpcdminkach prokazana
v mnoha pipadech dokonala mineralizace TNT. [23, 25, 32442,

Praktickou nevyhodou aerobnich degradaci TNT jeralftace hydroxyslotenin, které
jsou v aerobnich podminkéch relativetalé a nasledntvoii azoxyslodeniny. Casto se také
v prostedi vazi s huminovymi kyselinami. Uvedeny proceZigae efektivitu biodegradace a
zabrauje Uplnému odbourani TNT #iRechnologickém vyuZiti degradace TNT je tedy @utn
Upravou podmineléinto proced8m zabranit.

Vazba meziprodukt TNT na zbytky huminovych kyselin je navitasto specificky
katalyzovana &terymi mikrobialnimi enzymy, jako jsou nidklad peroxidazy [50].

Biodostupnost jinych meziprodukt aminoderivat — je podob# sniZzena jejich vazbou na
nabité zbytky chindl, fenoli, aromatickych kyselin a dusikatych heteroéykkteré jsou
rovneéz sowasti huminovych kyselin. Mnozstvi takto vazanyclezipedukiti degradace TNT
je velmi zavislé na podminkéach priesti. Dilezitymi faktory jsou zejména pH, iontova sila
obecrt a také selektivnifitomnost iond nékterych kowvi (zejména zeleza) [51].

2.2.1.2.2 Houby

NejcastjSimi produkty anaerobnich degradaci nebo aeroldgghadaci s vyuzitim mnoha
kmeni bakterii jsou aminoderivaty. Tyto latky vSak vteeh vykazuji vySSi toxicitu nez
samotny TNT. Usgnym feSenim problému degradace (a Uplné mineralizace] $al
v poslednich letech zdaji byt zastupci hub (mikroaty plisni), zejména pak plisni bilé
hniloby (white rot fungi).

Tyto mikroorganismy jsou vippozeném prosedi schopny degradovat komplexni
molekuly devniho ligninu. B degradacich aromatickych jader, kterériyaiirozenou slozku
ligninu, jsou vyuzZivany mnohé extracelularni nedpE@ a nestereoselektivni enzymy [52].
Vlastni reakce se dalet@stnitada radikdl a velmi reaktivnich intermediaf53, 54, 55].
Bohaté a neselektivni enzymatické vybavechto mikromycet vedlo Kk jejich vyuZiti pro
degradace a mineralizatady dilezitych aromatickych polutaintvcetre TNT [56].

Houby bilé hniloby jsou schopny v pémé rychlém kroku redukovat TNT na
aminodinitrotoluen. Ligninolytické enzymy se pakéastni v dalSich krocich Uplné
mineralizace [32, 34, 57]. Syntéza ligninolytickydnzymi je indukovana snizenim
koncentrace wezitych prviki v médiu (dusiku, uhliku a siry) [58, 59]ulezitym faktorem je
dostatény parcialni tlak kysliku. Indukce byla také pro&ha v pitomnosti veratryl
alkoholu. Koncentrace TNT, ktera toxicky inhibujéckeni hub ze spor, je asi 20 mg/kg.
Rostouci houby jsou schopny tolerovat asi dvakyasivkoncentraci (az 50 mg/kg) [49].

Modelovym organismem ip vyzkumu biodegradace TNT pomoci hub se stala

Phanerochaete chrysosporium [19, 23, 60]. Enzymaticky systéntastnici se mineralizace
TNT je tvaen lignin peroxidazou (LiP), mangan dependentnoxidazou (MnP) a mnoha
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oxiddzami a reduktdzami. d®zitymi kosubstraty jsou peroxid vodiku, verataikohol,
oxalat a chinony [59, 61, 62, 63, 64]. Primarnimbgtatem neni TNT, ale
nejprava@podobrgji az hydroxylaminodinitrotoluen (respektive chaeisticky pondr jeho
redukované a oxidované formy).éleré lignolytické enzymy (zejména LiP) jsou velmi
citivé k reaktivnim radikdflm. Vyhodou samotného hydroxylaminodinitrotoluenu je
schopnost &inné chranit LIP ged negativnimi &inky peroxidu vodiku [32, 34].

Jak prokazaly experimenty, mineralizace TNT pontigoindegradanich enzyni probiha
skut&né az po prvotni redukci jinym enzymatickym apara{®mi. Prvni krok redukce TNT
na aminodinitrotoluen nebo hydroxylaminodinitrottu je katalyzovana NAD(P)H
dependentni nitrareduktazou. Tento membrédnedazany enzym je citlivy naftfpomnost
kysliku. Roviéz exprese geh tohoto enzymu je indukovana odliSnymi faktory nez
lignindegradujiciho systému.

Substratem pro lignin peroxidazu (LiP) je prgpddobr 4-hydroxylamino-2,6-
dinitrotoluen. Charakteristicky pafmoxidované formy této molekuly zakige reakcim LiP
s jinymi substraty a dochazi tak k velmi selektiaisilné kompetitivni inhibici reakce
s radikaly [65].

Studie degradace radioaktivnznaieného *C-TNT (0,03 g/l) prokazala selektivni
rozckleni radioaktivity mezi jednotlivé produkty reak¢d4]. 13,9 % radioaktivity bylo
detekovano v C¢) 31,7 % bylo nalezeno v myceliu, 20,3 % ve ¥oozpustnych podilech a
20,8 % v organickém extraktu. Definice dusiku inokdda aZz 40% mineralizaci TNT a
rovnéZ indukovala expresi LiP.

Fernando a kolektiv [23] studovali mineralizaci TNofitomného ve vodném médiu a
v padé v realnych environmentéalnich koncentracichidnd matrici a ve vodném roztoku.

V pudni matrici obohacené o obilné klasy pozorovali 98 dnech 18,4% mineralizaci
(vychozi koncentrace TNT 10 g/kg). V organickém ipobtlylo po degradaci nelezeno 62,6 %
metabolifi, 11,5 % bylo sorbovano na obilné klasyibkzn¢ 15 % z fivodniho mnozstvi
TNT zistalo po 90 dnech nezmeno.

V roztoku dosSlo jiz po 15 dnech k 18% mineraliz&bIT (ptivodni koncentrace 100 mg/l).
Po prodlouzené 90 denni inkubaci jiz nedoslo k zyéazngné (bylo mineralizovano 19,6 %
ptuvodniho TNT). 12,3 % zivodniho mnozstvi TNTistalo nezrinéno.

Vlastni metabolismus TNT enzymatickym aparatem tsaék neni doposud dostéte
prostudovan.

Nekteré prace [33] nazfaji, Ze za ligninolytickych podminek dochazi k reduTNT na
4-amino-2,6-dinitrotoluen a 2-amino-4,6-dinitrotefu Bylo prokazéano, Ze redukce TNT
koreluje s transportem protonovych idbnpres bugénou membranu [33]. Jiné studie [66]
naopak vliv redoxniho membranového potencialu dakei TNT vyluuji.

DalSi kroky degradace TNT nebyly doposud v litef@tpopsany. Pravgodobré se i

naslednych reakcich uvnlie NGO, a methanol po {gsobeni lignin degradujiciho
enzymatického komplexu [67].
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Pri srovnavacich experimentech &alika kmeny drufi hub bilé hniloby Phanerochaete
sordia, Phlebia brevispora, Cyathus stercoreus) bylo prokazano, Ze odstiavani TNT
z roztoku (@vodni koncentrace 0,09 g/l) probihd 2 — 9x rychlegz pokles mutagenity
roztoku [68]. Hlavnimi metabolity degradace TNT yoyl-amino-2,6-dinitrotoluen, 2-amino-
4,6-dinitrotoluen, 2,4-diamino-6-nitrotoluen a 2j@amino-4-nitrotoluen.

Rozsahly screening degradéch vlastnosti 91 druh hub provedli Scheibner a
kolektiv [69]. Autdi studovali mineralizaci TNT u zastupcirevokaznych hub a hubrebni
hniloby, dale u hub dekompozice odpaaltaké u dalSich saprofytickych mikromycet. Mezi
enzymaticky nejaktiv§jsi patily Clitoybula dusenii TMb 12 aSropharia rugosa-annulata
DSM 11 372. U uvedenych kmerbylo po 64 denni inkubaci mineralizovano 42 % gres
36 %) TNT z fivodni koncentrace 1Q@mol/I.

Experimenty $hlebia radiata [70] prokazaly redukci TNT a aminodinitrotoluenu
(0,03 g/l) na 4-hydroxylamino-2,6-dinitrotoluen aiaodinitrotoluen. Reakce probihala za
ligninolytickych podminek. Blezitym faktorem prvniho kroku redukce TNT byldtpmnost
nitratreduktazy jako membran®wazaného enzymu. DalSi kroky degradace byly zvisl
peroxidazach uvébvanych z biiky do prostedi.

Experimenty provathé za neligninolytickych podminek vedly k produkoéznamych
metaboliti [32, 49]. 2-amino-4,6-dinitrotoluen nebyl mezi guikty degradace TNT
prokazan [71].

Pti hledani vhodnych mikroorganignpro degradace TNT byly prové&ty experimenty
s drunem SQuillus variegatus, ktery pati mezi houby ektomykorhizy (houby Zijici
v symbiotickém vztahu s keny vySSich rostlin) [36]. TNT v koncentraci 2-1§/ml zpisobil
50% pokles v produkci biomasy. Tato hodnota char&je toleranci daného druhu houby
k toxicitt TNT. Ve srovnani &hanerochaete chrysosporium dochazi k indukci geh pro
lignindegradujici enzymy také wippmnosti uhlikového zdroje — deficit uhliku taknine
limitujicim faktorem pro nastartovani syntézy detgaich enzyni. DalSim rozdilem je fakt,
Ze degradace TNT je & variegatus urychlena v pitomnosti nadbytku dusiku. Rosh prvni
krok redukce TNT neni &. variegatus vazan na membranu. Prvni redukci TNT katalyzuji
extracelularni enzymy.

VyuZziti hub k biodegradaci TNT m&kolik vyhod.

1. Degradani enzymy hub jsou zie¢ nespecifické a jsou schopny katalyzovat nejen
transformaci firozenych substrat (lignin), ale i mnohych firodnich i antropogennich
aromatickych latek.

2. Indukce enzymatického komplexu degradace ligpgnoefasgji startovana poklesem
koncentrace ffrozeného, snadno zpracovatelného zdroje uhlikdukoe enzym je tedy
nezavisla na itomnosti vysSich koncentraci TNT jako induktorwa chto podminek Ize
tedy odbourat i velmi nizké koncentrace TNT (happitné vo@d) nebo vyuZzit mikromycet
v datistovaci fazi degradace TNT po aplikaci jiné technaog

3. Syntéza enzyindo extracelularniho prostoru umiofe houbam degradovat i latky
toxické pro samotnou iku nebo metabolizovat mnohé nerozpustnécaoiny. Rikladem je
rast hub na ligninocelulézovém odpadu [33].
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4. Experimenty s houbami neprokazaly produkci agtmgenin [6]. BBhem degradace tak
nedochazi ke sniZzeni biodostupnosti mezipragdyék jecasto pozorovano u bakterii.

Objektivre je vSak teba zminit také nevyhody odbouravani polutanwyuZzitim hub.

1. Biodegradace je zpravidla velmi pomala a vyZadujerni pidavky nutrient do média.
Dochazi tak ke zvySovani celkového objemu éaaknesi.

2. Nevyhodou je Spatna adaptace hub na nové pogminkidach, protoze kmeny
mikromycet s vhodnymiiigdpoklady k biodegradaci TNT nejsou zpravidla izaloy z md.
Nap'. u Phanerochaete chrysosporium byla prokazana inhibiceistu v itomnosti Eznych
pudnich bakterii roduPseudomonas nebo mnohych actinomycet. Tyto bakterie produkuji
¢asto phenaziny, kteréipobi na houby jako fungistatika nebo fungicida [72]

2.2.1.2.3 Rostliny

Mezi aerobnimi degradacemi je nutno zminit takétfginsformace.

Modelovymi organismy pro odsttavani TNT z kontaminovanychud mohou byt
napiklad bobovité rostliny [73] nebo zastupci rodNitella [74]. V obou studovanych
piipadech byly v rostli&inebo v éistovem médiu nalezeny péegchozi inkubaci s TNT jako
vysledné produkty aminonitrotolueny.

Vjiné préci [75] auté studovali transformace TNT uMyriophyllum spicatum,
Myriophyllum aguaticum a Catharanthus roseus. Po gedchozi inkubaci s TNT (0,08-0,1 g/l)
byla v rostlinnych pletivech identifikovana mala odstvi 4-amino-2,6-dinitrotoluenu a 2-
amino-4,6-dinitrotoluenu. DalSi neznamé metabolllyly pravdpodobre vazany na
organické komponenty v rostlinnéréle. Triaminotoluen nebo azoxyskeniny nebyly jako
produkty transformace TNT v rostlinach nalezeny.

NejvétSi podil metabolit fytotransformace TNT byl deponovan v rostlinnénteko [76].
UpIna mineralizace TNT s vyuzitim rostlin nebyl@patim prokazana.

3. Technologicka z#izeni a postupy

Kromé¢ biologickych metod odbourani explosiv jsou teclogatky zpracovany metody
fyzikalné-chemické degradace. Nejefekt#ysi a nejvice vyuzivanou metodou pro odsiran
TNT z pid je spalovani. Vzhledem Kk nutnosti transportu¢ighé mdy do spaloven a
s pihlédnutim k ce#t energie pdatbné ke spaleni je tato metoda nejen ,neekologjcké“i
finanén¢ znané narana.

Zakladni poznatky o mechanismech a podminkach mi&hui degradace TNT, se staly
podkladem rozvoje mnozstvi technologickychizani a postup Mezi nefastji citované
technologické metody degradace explosiwipaguziti tzv. soil spurty reactors [77, 78, 79],
kompostovani [11, 80, 81], land farming [82] a tgerkola&ni techniky.
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3.1Sanace kontaminovanych pd kompostovanim

Z patatku vyzkumu vyuziti kompostovani pro degradace BdVychazelo zipdpokladu,
Ze nejvhodyjSi jsou metody, které vyuzivaji zvySeni podilu nédfaze v pidach, tzv.
biodegradace viginim bahd. Tyto pokusy byly provashy nefasgji ze anaerobnich
podminek, zatimco dmem pravého (moderniho) kompostovani dochazi mnohdy
k intenzivnimu provzdufvani [11, 83].

DalSi laboratorni pokusy vSak zahajily rozvoj ndvyechnologii kompostovani.

Zakladnim pedpokladem je vytvi@ni kompostu. Kompost pra:ély degradaci je tven
nehomogenni sési pomleté a vysuSené kontaminované zeminy. Daldospidy pridava
organicky substrat spaie¢ s konsorciem mikroorganism(nagiklad kaisky hnij, zbytky
nasekané travy nebo zahradni kompost).

Béhem samotného procesu tleni a biochemickych tramsfti dochazi v kompostu
k namstu teploty, ke zrnam parcialniho tlaku kysliku a také pH. Analyzanikdych
produkfi kompostovani je v s@éasnosti komplikovana odlem reprezentativnino vzorku.
Degradéni produkty a také samotny TNT se totiz vaZze naawické zbytky a jejich
koncentrace se tak uznych mistech kompostové &snznané lisi.

Bylo prokazano, ze biodegradace vybusnin se uskuje nejrychleji pi teplot 55°C,
post&ujici teplotou je ale i teplota 35°C [84]¢&lBem celého procesu kompostovani TNT je
nutné sledovat aktudlni teplotu a koncentraci kysl kompostu. Mezi dalSimi faktory
ovlivaujicimi nag. koncentrace koreych metabolii, toxicitu, riziko detonacevay apod.,
Ize jmenovat nafiklad délku kompostovani, intervaly provzéaosani nebo zvlkovéani [84,
85, 86, 87].
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Metodu kompostovani vybusnych latelepracovali Lowe a kolektiv pro své experimenty
[4]. Byla navrZzena technologie degradace TNT v imaych statickych nadobach
s mechanickymiepanim a intenzivnim vzdufmm.

Breitung a kolektiv [39] srovnavali v laboratornighodminkdch dvaizné systémy
kompostovani TNT zaloZené na jedné siraa intenzivnim vzdu&mi a na strahdruhé na
udrZeni anaerobnich podminek. Ve vzauagm kompostu dosSlo k relatigrvelmi rychlému
poklesu koncentrace TNT. Ziypodni koncentrace 20 g/kg bylo po 28 dnech detekova
mére nez 8 %. Po navozeni kyselého pifredt vSak doSlo zfné k nafistu az na 25 %.
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Dulezitym procesem Ubytku TNT tedy neni jen biotransface, ale také sorbce a dalSi
fyzikalné-chemické dje.

Druhy kompost byl po 65 dni udrZzovan v anaerobnpctiminkach. Jako produkty
degradace TNT byly prokazany aminoderivaty. V rdiséeaerani fazi degradace (97 dni)
byly tyto aminoderivaty dale degradovany. Po pradené dob byla toxicita produkt
v anaerobnim kompostu ve srovnani s aerobnim dekoiisi.

Bylo prokazano, Ze kodeé produkty degradace byly ve Zngch mnozZstvich vazany na
huminové a fulminové kyseliny.

DalSi experimenty za#éhené na degradace TNT s vyuzitiGemych pondra anaerobni a
aerobni faze uskutmili napt. Bruns-Nagel a kolektiv [89, 90].

V jiném experimentu [89, 90] anoxicko/aerobniho kastovani TNT doslodhem obdobi
20 tydnmi k poklesu gvodnich koncentraci TNT (1,2-1,7 g/kg) az na 0,01®5 g/kg.
VétSina vzniklych aminoderivatbyla zabudovana do matrice. Testy s vyluhem z lasnp
prokazaly velmi nizkou toxicitu.

V dalSich experimentech [11, 91] byl TNT v laboraich podminkach smichan
s kompostem (koncentrace 0,015 gigly) a promichavan se vzduchem bez, (b této fazi
byla prokazana redukce nitroskupin na aminoskupibyla prokazana také tvorba
azoxyslodenin. Uvedené metabolity byly identifikovany jakermofilnim, tak v mezofilnim
uspdadani experimentu.

Kompostovani lze se z&iaym usgchem vyuzit i u vysoce kontaminovanyclidp
(koncentrace TNT fiZe byt i vySSi nez 1 g/kg suchédy) [92]. V girodnich podminkachrg
situ) vSak v @dé nedochazi k odbouravani TNT rychle. Velky vliv pidrozenou degradaci
ma& zejména vstupni koncentrace TNT, neimiZe ve vysSich koncentracichgobit toxicky,
a tak znemak¥fovat nastartovani vlastnich degradgi@h reakci. Blezitym faktorem
v prirodnim progiedi je také stdani obdobi sucha a dé$a déle prornlivy obsah kysliku
v riznych gidnich vrstvach. Velkou roli hraje také teplota [25]

Shrnuti kkterych vyhod a nevyhod kompostovani:

1. Cena biodegradace touto technologii se zvySujedklady na &bu zeminy, jeji
transport, dodavani externich zdrojhliku a dusiku a dalSich organickych subgt(a 90 %
celkového objemu) [89, 90]. Ziaou polozku tvéi také cena velkoobjemové inokulace
zeminy konzorciem mikroorganisnj78].

2. Problémem metody kompostovani je dlouha inknbdoba.

3. Ve \tSineé experimeni nebyla objaséina biodegradai cesta TNT. Redpoklada se, ze
TNT je redukovan na aminoderivaty, které se kouakewazi na organické latkytpodni
matrice.

4. Behem kompostovani TNT nebyla prokazana mineralizacebylo prokdzano &eni
aromatického kruhu.
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3.2 Dekontaminace fid vyuZzitim Land farming

Land farming je metoda velmi podobna kompostovRoizdilem je men&edni pavodni
kontaminované zeminy aditivy — Ziviny, inokulum apo

Pida, ktera je jen nepatfrobohacena o externi zZiviny (sacharidy, vitaminynaraly), je
intenzivre vihcena, provzdutovana a mechanicky michana.

Widrig a kolektiv [82] publikovali vysledky svychxperimenti degradace TNT touto
metodou. Bhem 12 nisiail poklesla koncentrace TNT ziyodnich 4 g/kg na 0,1-0,001 g/kg
v zavislosti na technologickych podminkach. Bylakdizana 20% mineralizace TNT, 25 %
metabolitit vzniklych z givodniho mnoZzstvi TNT bylo zabudovano do &inych
kompartment a 10 % bylo adsorbovano nalrp matrici. Mezi hlavnimi produkty byly
prokazany 2-amino-4,6-dinitrotoluen, 4-amino-2,6#lotoluen a butan-2,3-diol.

3.3 Sanace fid metodou Soll slurry reactors

K dekontaminaci fd s velmi vysokym obsahem explosivnich latek sezigaitzv. slurry
reactors. Vyhodou této metody je minimalkeidni pidy kompostem, a také vyznamna
mineralizace TNT a také relati¥rvysoka rychlost odbourani. Nevyhodou je nemoZznost
vyuZit tuto metodun situ, obtizny zfisob inokulace a vysoka cena suSeindyp[89, 90].
Sedesatidenni experimenty [24, 77] spojené s métyan promichavanimquly s Zivinami
a elektronovymi akceptory a intenzivnim provzem#nim prokazaly 100% transformaci
puvodnich koncentraci TNT a 24% mineralizaci.

Funk a kolektiv [78, 79] popisuji anaerobni modiftk této metody. Byla prokazana
transformace TNT na nearomatické sleniny. Mineralizace na CQrSak prokazana nebyla.
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(prevzato z prace [65])

Laboratorni experimenty se ,soil slurry reactorskut&nili také Boopathy a kolektiv
[21]. MnoZstvi kysliku v pdni vrst¥ bylo zavislé na hloubce s$1 v reaktoru. S rostouci
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hloubkou parciélni tlak kysliku exponenciélkiesa. BEhem experimentu byla kontaminovana
puda semikontinuakh nebo davko¥ vyménovana a doplovana o externi zdroj uhliku.

Z pavodni koncentrace TNT 4-12 g/kg doSlo po 15 dnecB3z% k mineralizaci, 8 %

ptuvodniho mnozstvi istalo vazano natplu, 27 % bylo zabudovano do biomasy. Mezi
produkty degradace byly identifikovany 2-amino-dj6itrotoluen, 4-amino-2,6-

dinitrotoluen, 2,4-diamino-6-nitrotoluen a buta-2ljol. V disledku kyselého pH nebyly

azoxylatky mezi metabolity prokazany.

3.4 Dekontaminace perkol&nimi technikami

Metoda tzv. perkolace neboli vyluhovani se pouziegastji k odtranovani nizSich
koncentraci TNT zd (koncentrace mensi nez 0,3 g/Kgly).

Bruns-Nagel a kolektiv [89, 90] promyvali cyklickga aerobnich podminek kolonu
naplrénou 450 g pdy kontaminované TNT. K promyvani byl vyuZzit pufioahaceny
o uhlikaté a dusikaté latky. Po 19 dnech bylo praké vyznamné snizeni koncentraci
nitroaromét a také pokles celkové toxicity ve vyluhu z kolony.

Dale [89, 90] promyvali kolonu napinou pidou s TNT v koncentraci 0,07-2,1 g/kg
perkol&nim roztokem tvienym fosfatovym pufrem s$iznymi aditivy (glukosa, sulfid
amonny). Mutagenita a toxicita vyluhu z kolony byla 19 dnech vyznamrredukovana a
TNT nebyl po této dab ve vyluhu v detekovatelné koncentraci. Hlavnim lggdm
metabolitem vroztoku i viwé byl béhem promyvani 4-N-acetylamino-2-amino-6-
nitrotoluen.

3.5 DalSi metody

Kromé¢ zmirénych casto citovanych metod jsou publikovany i jiné megtodebo
modifikace a varianty odstiavani TNT z kontaminovanychig.

Jako mozZzna remediai metoda byla v literate diskutovdna humifikace. Metoda je
zaloZena ne reakci degra&dé&ch metabolit TNT s organickou fdni hmotou. mlezitym
metabolitem je prawpodobrg 2,4-dihydroxyamino-6-nitrotoluen, ktery se vaZze na
huminovou matrici pomoci bakterialni peroxidazy evabnim prosedi. Vytvdena
kovalentni vazba odolava i drastickym &gmam pH, Ize ji vSak zruSit n#&fglad saponizaci
[93].

Dulezitym sngérem zakladniho vyzkumu je také studium vhodnych Hioweci
degradanich mikroorganisrin — jejich konsorcii [48]. Rkladem takové studie je nidklad
[94] posuzovani degradiaich schopnosti aerobmostouciho konsorcia $gvahou zastugic
rodu Pseudomonas. DalSi rozbory Ize n&fklad najit v praci [41].

Nékteré studie se zabyvaly spojenim biodegradaceemicikou cestou redukce TNT.
Heijman a kolektiv [95] studovali bakterialni redaukitroaromal v anaerobnim prosdi.
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V dal$ich krocich bylo jako redukiho ¢inidla vyuZito ionfi F€* vazanych v fidni matrici.
lonty Zeleza tak slouzily jako nebiologické akceptelektrorii.

Citovana je tak&asto abioticka degradace TNT &ds i ve vod pomaoci tzv. ,Fenton
oxidace* (HO,, F€™).

Vhodnou kombinaci iire byt spojeni promyvani udy v kolonce s naslednou
fytoremediaci. [96, 97, 98]

Publikovano bylo i spojeni abiotické oxidace s eadsbu bioremediaci s vyuzitim bakterii
[99, 100].

Béhem optimalizace technologickych protge nutné také studovat vhodnou inokulaci
pad mikroorganismy a pozornost musi by&nevana i uchovavani a skladovani
mikroorganisni. Nagiklad sporyPhanerochaete chrysosporium zastavaji po zabudovani do
alginatové matrice arfulavkem nutrienit Zivotaschopné ip teplo€ skladovani 5°C az jeden
rok [101].

Pfi remediacich TNT byly krogh mikroorganisnd vyuZity i izolované enzymy [74].
Enzymy je moZné preparovat a pou#itno v roztoku nebo imobilizované na sorbentu. Prace
s enzymy je ve srovnani s mikroorganismy fiftr@nmére naraina. Degradace xenobiotik
probih& rychleji, protoZe neni nutna adaptace bebrotk na nové prosedi (tzv. lag faze).

Pri praci je vSak ieba sledovat vznik vedlejSich prodiuktiegradace. Mezi vyznamné
enzymy, které byly vyuZzityip degradacich nitroaromatpati nagiklad lignin peroxidaza a
mangan peroxidaza [102].

4. Shrnuti

Za ekonomicky i provozh nejvhodrjSi metodu odstieovani explosiv zfd Ize
povazovat dekontaminace situ. V mnoha pipadech je TNT degradovan kometabolicky a je
tedy nutné dodavat externi zdroj uhliku (hd@hanerichaete chrysosporium vyZaduje obilné
klasy, bakteria rodudPseudomonas metabolizuji TNT v pitomnosti kvasriiného extraktu a
glukosy). Dodavany uhlikovy zdroj sice podporujen@rni transformaci TNT, na druhé
straré vSak misobi negativéna kompletni mineralizaci.

Velkym problémenin situ metod je sidani sucha a deSzejména v letnim obdobi. Velky
vliv na degradaci ma i provzdigvani mdy a tolerance mikroorganignk toxickym &inkam
TNT a jeho metabolit

Kompletni mineralizace TNT byla doposud prokazammaze v aerobnim uspédani
s houbami bilé hniloby a uc¢kterych bakterii izolovanych z kontaminovanychdp Fi
koncentracich TNT vysSich nez 1atol/l je mineralizace &Sinou inhibovana.

Striktné anaerobni mikroorganismy redukuji nitroskupiny TNichleji a nedochéazi
k tvorbé azoxyslodenin. Metabolity anaerobnich degradacic¢asto nachazeji kovalern
vazané na huminové slozkyqy.

Obecrt Ize za nejvhod¥)Si a nejperspektivijSi povazovat vhodnou kombinaci aerobniho
a anaerobniho odstravani TNT [25].

25



5. Literatura

[1] Feller, A. K. (1993). Literature survey “Biodeglation of TNT and other important
explosives”. Federal office of defense technologyl grocurement Federal armed forces
research center for NBC protection. L0529-3-A/038/P

[2] Bednaik, K. (2003). Toxicita trinitrotoluein a produki jejich biotransformaci. Pojednani
k disert&ni praci.

[3] Higson, F. K. (1992). Microbial degradation aoftroaromatic compoundsAdv. Appl.
Microbiol., 37, 1-19.

[4] Lowe, W., Williams, R., Marks, P. (1989). Congtimg of explosive-contaminated soil
technology. U.S.Army toxic and hazardous mateagisncy. CETHA-TE-CR-90027.

[5] Nay, M. W., Randall, C. W., King, P. H. (1978iological treatability of trinitrotoluene
manufacturing wastewatel. Water Pollut. Control. Fed., 46, 485-497.

[6] Tan, E. L., Ho, C. H., Griest, W. H., TyndaR, L. (1992). Mutagenicity of trinitrotoluene and
its metabolites formed during compostidgToxicol. Environ. Health, 36, 165-175.

[7] Hathaway, J. A. (1977). A review of reportedsderelated effects providing documentation for
a workplace standard. Occupat. Med., 19, 341-345.

[8] Hankenson, K., Schaeffer, D. J. (1991). Microsssay of trinitrotoluene, diaminonitrotoluene
and dinitromethylaniline mixture8ull. Environ. Contem. Toxicol., 46, 550-553.

[9] Pearson, J. G., Glennon, J. P., Barkley, J(1997). An approach to the toxicological
evaluation of a complex industrial wastewat&quatic toxicology, Proc. 2nd Annu. Symp.
Aquat. Toxicoal., Cleveland, Ohio. ASTM Spec. Techn. Publ. 284-301.

[10] Oda, Y., Nakamura, S., Oki, I., Kato, T., Shgawa, K. (1985). Evaluation of the new system
(umu-test) for the detection of environmental meteyand carcinogenbutat. Res., 147,
219-229.

[11] Kaplan, D. L., Kaplan, A. M. (1982). Thermopbi biotransformations of 2,4,6-
trinitrotoluene under simulated composting condisioAppl. Environ. Microbiol., 44, 757-
760.

[12] Ahlborg, J. G., Einistoe, P., Sorsa, M. (1988utagenit aktivity and metabolites in the urine
of workers exposed to trinitrotoluene (TNBY.it. J. Industr. Med., 45, 353-358.

[13] Rosenblatt, D. H., Burrows, E. P., Mitchell,.R., Parmer, D. L. (1991Drganic explosives
and related compounds. Springer Verlag, Berlin, Heidelberg.

26



[14] Dale, H. H. (1921). The fate of TNT in the @al body.Medical. Res. Council GB Spec.
Rep. Ser., 58, 53-61.

[15] Channon, H. J., Mills, G. T., Williams, R. [L944). The metabolism of 2,4,6-trinitrotoluene
(alpha-TNT).Biochemistry, 38, 70-85.

[16] Snyder, R. K. (1946). Metabolites of 2,4,Gitiotoluene (TNT) excreted in the urine of
dogs.J. Industr. Hyg. Toxicol., 28, 59-75.

[17] Rogovskaja, Z. J. (1951). WIlijanie trinitrotmla na mikroorganismi i biochemizeskie
prozessi samootzischenija wolllikrobiologija, 20, 265-272.

[18] Naumova, R. P., Amerkhanova, N. N., Shaikinagi V. A. (1988). Possibility of deep
bacterial destruction of 2,4,6-trinitrotoluemicrobiology, 57, 169-173.

[19] Bumpus, J. A., Tien, M., Wright, D., Aust, . (1985). Oxidation of persistent
environmental pollutants by white rot fung&sience, 228, 1434-1436.

[20] Won, W. D., Heckly, R. J., Glover, D. J., Hedimmer, J. C. (1974)Appl. Environ.
Microbiol., 27, 513-516.

[21] Boopathy, R., Manning, J., Kulpa, C. F. (1998)laboratory study of the bioremediation of
2,4,6-trinitrotoluene-contaminated soil using a@f#moxic soil slurry reactor.Water
Environ. Res., 70, 80-86.

[22] Traxler, R. W., Wood, E., Delaney, J. M. (197Bacterial degradation of alpha- TNDev.
Ind. Microbiol., 16, 71-76.

[23] Fernando, T., Bumpus, J. A., Aust, D. S. (199Biodegradation of TNT (2,4,6-
trinitrotoluene) by Phanerochaete chrysosporiéppl. Environ. Microbiol., 56, 1666-1671.

[24] Boopathy, R., Wilson, M., Kulpa, C. F. (1994naerobic removal of 2,4,6-trinitrotoluene
(TNT) under different electron accepting conditiohaboratory studyWater Environ. Res.,
65, 271-275.

[25] Bradley, P. M., Chapelle, F. H. (1995). Fast@affecting microbial 2,4,6-trinitrotoluene
mineralization in contaminated sddnviron. Sci. Technol., 29, 802-806.

[26] Gorontzy, T., Kuver, J., Blotevogel, K.-H. @%). Microbial transformation of nitroaromatic
compounds under anaerobic conditiohgGen. Microbiol., 139, 1331-1336.

[27] Preuss, A., Fimpel, J., Diekert, G. (1993).a&robic transformation of 2,4,6-trinitrotoluene
(TNT). Arch. Microbiol., 159, 345-353.

27



[28] Johnson, G. R., Smets, B. F., Spain, J. C.0120 Pxidative Transformation of
Aminodinitrotoluene Isomers by Multicomponent DiggnasesAm. Soc. Microbiol., 12,
5460-5466.

[29] Hawari, J., Beaudet, S., Halasz, A., ThiboutSt, Ampleman, G. (2000). Microbiol
degradation of explosives: biotransformation versmeralization. Appl. Microbiol.
Biotechnol., 54, 605-618.

[30] Won, W. D., di Salvo, L. H.,, Ng, L. (1976). Xieity and mutagenicity of 2,4,6-
trinitrotoluene and its microbial metabolitégpl. Environ. Microbiol., 31, 576-580.

[31] Vorbeck, C., Lenke, H., Fischer, P., Knackmuds-J. (1994). Identification of hydride-
Meisenheimer complex as a metabolite of 2,4,6ttotoluene by Mycobacterium straid.
Bacteriol., 176, 932-934.

[32] Michels, J., Gottschalk, G. (1994). Inhibitiai the Lignin Peroxidase of Phanerochaete-
Chrysosporium by Hydroxylamino-Dinitrotoluene, aarly Intermediate in the Degradation
of 2,4,6-TrinitrotolueneAppl. Environ. Microbiol., 60, 187-194.

[33] Stahl, J. D., Aust, S. D. (1995). Biodegradatiof 2,4,6-trinitrotoluene by the white rot
fungus Phanerochaete chrysosporitmuiron. ci. Res., 49, 117-133.

[34] Stahl, J. D., Aust, S. D. (1993). Metabolismdadetoxification of TNT by Phanerochaete
chrysosporiumBiochem. Biophys. Res. Comm., 192, 477-482.

[35] Ederer, M. M., Lewis, T. A., Crawford, R. L.1997). 2,4,6-trinitrotoluene (TNT)
transformation by clostridia isolated from a muomtifed bioreactor: Comparison with non-
adapted bacterid. Ind. Microbiol. Biotechnol., 18, 82-88.

[36] Lewis, T. A., Goszczynski, S., Crawford, R, Korus, R. A., Admessu, W. (1996). Products
of anaerobi 2,4,6-trinitrotoluene (TNT) transformat by Clostridium bifermentansAppl.
Environ. Microbiol., 62, 4669-4674.

[37] McCormick, N. G., Feeherry, F. E., Levinson, 8. (1976). Microbial transformation of
2,4,6-trinitrotoluene and other nitroaromatic comnpas.Appl. Environ. Microbiol., 31, 946-
958.

[38] Gilcrease, P. C., Murphz, V. G. (1995). Biogamsion of 2,4-diamino-6-nitrotoluene to a
novel metabolite under anoxic and aerobic condstiégppl. Environ. Microbiol., 61, 4209-
4212.

[39] Breitung, J., Brunsnagel, D., Steinbach, Kanknski, L., Gemsa, D., Vonlow, E. (1996).

Bioremediation of 2,4,6-trinitrotoluene-contamirchtsoils by two different aerated compost
systemsAppl. Microbiol. Biotechnol., 44, 795-800.

28



[40] Rieger, P. G., Knackmuss, H. J. (1995). Basiowledge and perspectives on biodegradation
of 2,4,6-trinitrotoluene and related nitroaromat@mpounds in contaminated sddnviron.
. Res,, 49, 1-18.

[41] Boopathy, R., Manning, J. F. (1996). Charaetdion of partial anaerobic metabolic pathway
for 2,4,6-trinitrotoluene degradation by a sulfedducing bacterial consortiunCan. J.
Microbiol., 42, 1203-1208.

[42] Bradley, P. M., Chapelle, F. H., LandmeyeriEJ. Schumacher, J. G. (1994ppl. Environ.
Microbiol., 60, 2170-2175.

[43] Focht, D. D. (1992)ail. Sci., 154, 300-307.

[44] Lenke, H., Wagner, B., Daun, G., Knackmuss;JH(1994). TNT-contaminated soil:
A sequential anaerobi/aerobic process for bioreatiah, Proc. Abstr. 97th Ann. Meet. Am.
Soc. Microbiol., Anet. Q-383, 456.

[45] Won, W. D., Heckly, R. J., Glover, D. J., Hedimmer, J. C. (1973). Metabolic disposition of
2,4,6-trinitrotolueneAppl. Microbiol., 27, 513-516

[46] Vanderberg, L. A., Perry, J. J., Unkefer, P(1P95). Catabolism of 2,4,6-trinitrotoluene by
Mycrobacterium vaccaéppl. Microbiol. Biotechnol., 43, 937-945.

[47] Martin, J. L., Comfort, S. D., Shea, P. J.kithn, T. A., Drijber, R. A. (1997). Denitration
of 2,4,6-trinitrotoluene by Pseudomonas savast&ai. J. Microbiol., 43, 447-455.

[48] Montpas, S., Samson, J., Langlois, E., Lei,YJ, Piche, Y., Chenevert, R. (1997).
Degradation of 2,4,6-trinitrotoluene by SerratiaroeacensBiotechnol. Lett., 19, 291-294.

[49] Spiker, J. K., Crawford, D. L., Crawford, R. (1992). Influence of 2,4,6-trinitrotoluene
(TNT) concentration on the degradation of TNT iplesive-contaminated soils by the white
rot Phanerochaete chrysosporiuippl. Environ. Microbiol., 58, 3199-3202.

[50] Klibanov, A. M., Alberti, B. N., Morfia, J., €élshin, L. M. (1980). Enzymatic removal of
toxic phenols and anilins from waste watdtAppl. Biochem.,, 2, 414-421.

[51] Shindo, H., Huang, P. M. (1984). Catalyticeeffs of manganese (IV), iron (lll), aluminium
and silicon oxide on the formation of phenolic pobrs.Soil. Sci. Soc. Am. J., 48, 927-934.

[52] Barr, D. P., Aust, S. D. (1994nviron. Sci. Technol., 28, 78A-87A.

[53] Hattaka, A. (1994). Lignin-modifying enzymesi selected white-rot fungy: production and
role in lignin degradatiorFEMSMicrobiol. Rev., 13, 125-135.

29



[54] Hofrichter, M., Fritsche, W. (1996). Depolynmation of low-rank coal by extracellular
fungal enzyme systems. |. Screening for low-rankl cdepolymerizing activitesAppl.
Microbiol. Biotechnol., 46, 220-225.

[55] Hofrichter, M., Fritsche, W. (1996). Depolynmation of low-rank coal by extracellular
fungal enzyme systems. Il. The ligninnolytic enzgnoé the coal humic acid depolymerizing
fungus Nematoloma frowardii b 18ppl. Microbiol. Biotechnol., 47, 419-424.

[56] Aust, S. D. (1990). Degradation of environnantpollutants by Phanerochaete
chrysosporiumMicrob. Ecal., 20, 197-209.

[57] Bumpus, J. A., Tatarko, M. (1994). Biodegraakatof 2,4,6-trinitrotoluene by Phanerochaete
chrysosporium: Identification of initial degradatigproducts and the discovery of a TNT
metabolite that inhibit lignin peroxidase&3urr. Microbiol., 28, 185-190.

[58] Jeffries, T. W., Choi, S., Kirk, T. K. (1981)utritional regulation of lignin degradation by
Phanerochaete chrysosporiutsppl. Environ. Microbiol., 42, 290-296.

[59] Kirk, T. K., Schultz, E., Connors, W. J., Lo=® L. F., Zeikus, J. G. (1978). Influence of
culture parameters on lignin metabolism by Pharterete chrysosporiunérch. Microbiol.,
117, 277-285

[60] Bumpus, J. A., Aust, S. D. (1986). Biodegraalatof environmental pollutants by the white
rot fungus Phanerochaete chrysosporium: involvenwnthe lignin degrading system.
BioEssay, 6, 166-170.

[61] Ander, P., Mistra, C., Farrell, R. L., EricesoK.-E. (19900. Redox reactions in lignin
degradation: interactions between laccase, diffepmroxidases and cellobiose: quinone
oxidereductasel. Biotechnol., 13, 189-198

[62] Gold, M. H., Kuwahara, M., Chiu, A. A., Glenn]. K. (1984). Purification and
characterization of an axtracellular H202-requirtharyl propane axygenase from the white
rot basidiomycetes Phanerochaete chrysospoduah. Biochem. Biophys., 234, 353-362.

[63] Kelley, R. L., Reddy, C. A. (1986). Identifitan of glucose oxidase activityx as the primary
source of hydrogen peroxide production in ligninialy cultures of Phanerochaete
chrysosporiumArch. Microbiol., 144, 248-253.

[64] Kersten, P. J. (1990). Glyoxal oxidase of Rdranhaete chrysosporium: Its characterization
and activation by lignin peroxidader.oc. Natl. Acad. Sci. USA, 87, 2936-2940.

[65] Stolpmann, H., Lenke, H., Warrelmann, J., Hewmn, E., Fruechtnicht, A., Daun, G.,

Knackmuss, H.-J. cap. Bioremediation of TNT-Contaated Soil by the TERRANOX
System fromBiological Unit Processes for Hazardous Waste Treatment edited by Hinchee,
R. E., Skeen, R. S., Sayles, G. D. (1995).

30



[66] Rieble, S., Joshi, D. K., Gold, M. H. (199A4romatic nitroreductase from the basidiomycete
Phanerochaete chrysosporiudnochem. Biophys. Res. Commun., 205, 298-304.

[67] Vali, K., Brock, B. J., Joshi, D. K., Gold, .NH. (1992) Degradation of 2,4-dinitrotoluene by
the lignin-degrading fungus Phanerochaete chrysaspo Appl. Environ. Microbiol., 58,
221-228.

[68] Donnelly, K. C., Chen, J. C., Huebner, H.Brown, K. W., Autenrieth, R. L., Bonner, J. S.
(1997). Utility of four strains of white-rot fundort he detoxification of 2,4,6-trinitrotoluene
in liquid culture.Environ. Toxicol. Chem., 16, 1105-1110.

[69] Scheibner, K., Hofrichter, M., Herre, A., Miels, J., Fritsche, W. (1997). Screening for fungi
intensively mineralizing 2,4,6-trinitrotoluengppl. Microbiol. Biotechnol., 48, 431-431.

[70] Van Aken, B., Skubisz, K., Naveau, H., Agath& N. (1997). Biodegradation of 2,4,6-
trinitrotoluene (TNT) by the white-rot basidiomyeelPhlebia radiataBiotechnol. Lett., 19,
813-817.

[71] Barrows, S. E., Frajer, C. J., Truhlar, D. Blgvitz, M. S., Weber, E. J. (199@nviron. .
Technal., 30, 3028-3038

[72] Radtke, C., Cook, W. S., Anderson, A. (199ctors affecting antagonism of the growth of
Phanerochaete chrysosporium by bacteria isolated $oils.Appl. Microbiol. Biotechnal.,
41, 274-280.

[73] Palazzo, A. J., Leggett, D. C. (198&)Environ. Qual., 15, 49-52.

[74] Wolfe, N. L., Ou, T.-Y., Gunnison, D. (1994).. S. Army Corp of Engineers. Technical
Report Irrp-94-3.

[75] Hughes, J. B., Shanks, J., Vanderford, M.,ritaen, J., Bhadra, R. (1997). Transformation
of TNT by aquatic plants and plant tissue cultuEgwsiron. ci. Technol., 31, 266-271.

[76] Vanderford, M., Shanks, J. V., Hughes, J. 297). Phytotransformation of trinitrotolunene
(TNT) and distribution of metabolic products in Nogphyllum aquaticumBiotechnol. Lett.,
19, 277-280.

[77] Boopathy, R., Manning, J., Montemagno, C.,p&lC. F. (1994). Evaluation of soil slurry
reactor system for treating soil contaminated witmition compoundsProc. 94" Gen. Meet.

Am. Soc. Microbiol., p. 456. May 23-27, Las Vegas, NV, USA.

[78] Funk, S. B., Crawford, D. L., Crawford, R. (1993). Initial-phase for bioremediation of
munitions compound-contaminated sofgpl. Environ. Microbiol., 59, 2171-2177.

31



[79] Funk, S. B., Crawford, D. L., Crawford, R. IMead, G., Davis-Hoover, W. (1995). Full
scale anaerobic bioremediation of trinitrotoluem®T) contaminated soil. A US EPA SITE
program demonstratiodppl. Biochem. Biotechnoal., 51, 625-633.

[80] Pennington, J. C., Hayes, C. A., Myers, K. Bchman, M., Gunnison, D., Felt, D. R,,
McCormick, E. F. (1995). Fate of 2,4,6-trinitrotehe in a simulated compost system.
Chemosphere, 30, 429-438.

[81] Williams, R. T., Ziegenfuss, P. S., Fisk, W. @992). Composting of explosives and
propellant contaminated soils under thermophilicdsbons.J. Ind. Microbiol., 9, 137-144.

[82] Widrig, D. L., Boopathy, R., Manning, J. F.947). Bioremediation of TNT-contaminated
soil: A laboratory studyEnviron. Toxicol. Chem., 16, 1141-1148.

[83] Isbister, J. D., Anspach, G. L., Kitchens, K, Doyle, R. C. (1984). Composting for
decontamination of soils containing explosivéscrobiologica, 7, 47-73.

[84] Williams, R. T., Ziegenfuss, P. S., Marks,J.(1988). Field demonstration-composting of
explosives-contaminated sediments at LouisiannayAAmmunition Plants (LAAP). U. S.
Army toxic and hazardous materials agency. AMXTHIR-88242.

[85] Doyle, R. C., Ishister, J. D., Anspach, G. IKjtchens, J. F. (1986). Composting
explosives/organics contaminated soils. U.S. Ariowict and hazardous materials agency.
AMXTH-TE-CR-86077.

[86] Greist, W. H., Stewart, A. J., Tyndall, R. Hp, C. H., Tan, E. (1990). Characterization of
explosives waste decomposition due to composting. LArmy medical research and
development command. DOEIAG 1016-8123-Al.

[87] Klausmeier, R. E., Jamison, E. I. (1982). Costpg of TNT: Airbone products and toxicity.
U. S. Army Armament Research and Development CordmaRLCD-CR-81039.

[88] Bedndik, K. (2004). Toxicita trinitrotolueina produki jejich biotransformaci. Brno: Vysokeé
uceni technickeé v Brfy Fakulta chemicka. Diseftai prace.

[89] Bruns-Nagel, D., Breitung, J., Gemsa, D., Yaew, E., Steinbach, K., Gorontzy, T. (1996).
Strategie for bioremediation of 2,4,6-trinitrotohge (TNT) contaminated soiDECHEMA
Monogr., 133 (Biodeterioration and biodegradation), 583-588.

[90] Bruns-Nagel, D., Breitung, J., von Loew, EiteiSbach, K., Gorontzy, T., Kahl, M.,

Blotevogel, K.-H., Gemsa, D. (1996). Microbial tsformation of 2,4,6-trinitrotoluene in
aerobic soil columngAppl. Environ. Microbiol., 62, 2651-2656.

32



[91] Kaplan, D. L: Kaplan, A. M. (1982). 2,4,6#irotoluene-surfactant complexes,
biodegradability, mutagenity and soil leaching sad US ArmyNatic, Research and
Development Center, DTIC-Defense Technical InforaraCenter. TR-82/006 (1981), AD-
A113727 (1982).

[92] Bruns-Nagel, D., Breitung, J., Steinbach, kemsa, D., von Loew, E., Gorontzy, T.,
Blotevogel, K. H. (1997). Bioremediation of 2 4y@ttrotoluene-contaminated soil by
Anaerobic/Aerobic and Aerobic Method®roc. 4™ Int. Symp. In Stu and On Site
Bioremediation, New Orleans, Louisiana. Battelle, Alleman/Leedday 9-15.

[93] Held, T., Drade, G., Schmidt, F. R. J., BrolanmA., Reis, K. H. (1997). Enhanced
humification as an in-situ bioremediation techniqéer 2,4,6-trinitrotoluene (TNT)
contaminated soil€nviron. Technol., 18, 479-487.

[94] Kulpa, C. F., Charlebois, P. M., Montemagna, [@ (1991). Biodegradation of 2,4,6-
trinitrotoluene (TNT) by microbial consortiurProc. Air and Waste Manag. Ass., 84th Ann.
Meset., pp. 1-11Vancouver, British Columbia.

[95] Heijman, C. G., Grieder, E., Holliger, C., 8arzenbach, R. P. (1995). Reduction of
nitroaromatic: Compounds coupled to microbial ireduction in laboratory aquifer columns.
Environ. ci. Technol., 29, 775-783.

[96] Li, Z. M., Comfort, S. D., Shea, P. J. (199Destruction of 2,4,6-trinitrotoluene by fenton
oxidation.J. Environ. Qual., 26, 480-487.

[97] Li, Z. M., Peterson, M. M., Comfort, S. D., kb, G. L., Shea, P. J., Oh, B. T. (1997).
Remediating TNT-contaminated soil by soil washing &nton oxidationSci. Tot. Environ.,
204, 107-115.

[98] Li, Z. M., Shea, P. J., Comfort, S. D. (199Fgnton oxidation of 2,4,6-trinitrotoluene in
contaminated soil slurrieknviron. Eng. Sci., 14, 55-66.

[99] Anderson, T. A., Guthrie, E. A., Maltos, B. T1993). BioremediationEnviron. ci.
Technol., 27, 2630-2636.

[100] Fletcher, J. S., McFarlane, J. C., Pfleeger, Wickliff, C. (1990). Influence of root
expoxure concentration on the fate of nitrobenzersyabeanChemosphere, 20, 513-523.

[101] Loomis, A. K., Childress, A. M., Daigle, DBennett, J. W. (1997). Alginate Encapsulation
of the White Rot Fungus Phanerochaete chrysospo@unn. Microbiol., 34, 127-130.

[102] Karam, J., Nicell, J. A. (1997). Potentiap&pations of enzymes waste treatmehiChem.
Technol. Biotechnol., 69, 141-153.

33



