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1 Teoreticka ¢ast




1.1 ROSTLINY A STRES

Rostliny osidlily téméf vSechny oblasti Zemé, véetné ocednd a vnitrozemskych vod;
na sousi je mizeme nalézt i na tak nehostinnych mistech jakymi jsou pousté a ledovce.
Dusledkem rozmanitosti prirozeného prostfedi je pak nutnost se vyrovnat se stresem
zpusobenym vnéjsim prostfedim jako je sucho, zasoleni nebo s extrémy v teploté, v osvétleni,
v piisunu CO; nebo vody ¢i pfitomnosti tézkych kovi, reaktivnich forem kysliku nebo jinych
nebezpecnych chemickych latek. Stresové faktory at’ uz biotické ¢i abiotické maji na rizné
druhy rGzny ucinek, coz je ddno rozmanitosti ochrannych mechanismi v rostlinné #isi. Silnd
kutikula, vyraznd impregnace bunécnych stén, rezervoary vody atd. jsou piikladem pasivni
dlouhodobé ochrany rostliny. Jinou z moZnosti obrany proti stresu je také spravné nacasovani
rozmnozovaciho cyklu.

Dalsi velmi dulezitou strategii ochrany rostlin je aktivni odpovéd’ ihned po setkani se
stresorem. Tehdy dochdzi ke spusténi fetézce biochemickych zmén a syntéze specifickych
metabolitli, které zvySuji odolnost rostliny vici plsobicim faktorim. Tento dé& je vSak
energeticky narocny a tak pfi dlouhodobém plisobeni stresoru dochdzi k vycerpani organismu.

Dlouhodobym ptisobenim stresoru je vytvaren silny selekéni tlak, ktery postupné vede
k molekularnim, biochemickym a fyziologickym zméndm trvalého charakteru. Adaptace
rostlin na extrémni podminky jim umozZznily stat se dominantni spoleCenstvem, na kterém jsou

ostatni Zivé organismy existencné zavislé.

1.2 XENOBIOTIKA A JEJICH METABOLISMUS

Rostliny jsou trvale vystaveny vlivu toxickych latek v prostredi, které pfijimaji z pidy
1 z ovzdusi. Nekteré toxické latky jsou produktem samotnych rostlin a pisobi jako obranny
mechanismus proti preddtorim, mikrobidlni infekci ¢i proti jinym rostlinnym druhim. Rozvoj
ptivod v pfirodé, ale byly uméle vytvoreny ¢lovékem. V3echny tyto latky, které vstupuji do
téla rostlin, ale které rostlina nemize vyuzZit ani jako zdroj energie ani jako prekurzor pro
vystavbu vlastnich biomolekul oznacujeme jako tzv. xenobiotika (K. Hatzios, 1997). Kazdé
xenobiotikim predstavuje pro organismus potencidlni nebezpeci, a proto prvoradou snahou
kazdého organismu je eliminovat vliv téchto latek na vlastni organismus (Hannink a kol.,

2002)

10



V pribéhu fylogenetického vyvoje se obecnymi evolucnimi procesy vyvinuly
mechanismy umoziujici do jisté miry chranit organismy pied pisobenim xenobiotik. Uginky
jednotlivych xenobiotik na rostlinny organismus jsou dany chemickou podstatou pisobici
latky a jeji koncentraci a délkou jejiho pusobeni. Strategie obrany se liSi v zdvislosti na
struktufe dané latky, tedy na jejim chovani vici burice, zejména biologickym membrdandm.
Latky, které samovolné neprojdou pies plasmatickou membranu (nejcastéji latky poldrni,
hydrofilni povahy), jsou pro rostlinu méné nebezpecné, nebot’ burika je schopna vzhledem
k hydrofobni podstaté¢ bunéénych membran regulovat jejich pfijem. Na druhé strané
nepoldrni, lipofilni latky mohou samovolné piejit pres plasmatickou membranu ¢i membrany
organel. Mnoha lipofilni xenobiotika se tak mohou akumulovat v rostlinnych tkanich a zde
reakci s proteiny, nukleovymi kyselinami nebo jinymi biomolekulami ovliviiovat endogenni
metabolismus buriky, coz miZe zpisobit nevratnd poSkozeni (Blake-Kalff, 1997). V této
situaci se burika snaZi vypofddat s pfitomnosti xenobiotika mechanismy souhrnné zvanymi
detoxikacni reakce. Témto procesim byla vzdy vénovana velkd pozornost zejména u
ZivoCichi a ¢lovéka, protoze znalost metabolismu xenobiotik je dalezitd nejen z hlediska
toxikologického, ale 1 zhlediska farmakologického. Od sedmdesatych let 20. stoleti se
v souvislosti s roz$ifenim herbicidi a pesticidi studuje metabolismus xenobiotik také
v rostlindch. Stdle vSak plati, ze zatimco u ¢lovéka a experimentalnich zvifat jsou metabolické
cesty odbouravani fady xenobiotik dobfe prozkoumany, u rostlin jsou informace o pfeméné
cizorodych latek stale nedostacujici.

Poskozeni rostlin chemickym stresem se projevuje cetnymi pfiznaky jako jsou
hromadéni cizorodych latek a jejich metaboliti v rostliné, zmény pH na povrchu rostliny a
v pletivech, inhibice ¢i aktivace urcitych enzymt, zvySeny obsah slouc¢enin obsahujicich SH-
skupiny (napf. gluthation) a fenoll, snizena hladina kyseliny askorbové v listech, snizeni
fotosyntézy, zvySeni respirace, snizena produkce suSiny, zmény v propustnosti bunécnych
membran, poruchy vodniho provozu, apod. Pii dlouhodobé zatézi se prechodné poruchy
metabolismu vyvinou az v chronické poSkozeni s nevratnymi disledky. Jejich dopad na
rostliny byva zvySen i kombinaci toxickych latek a jinych stresovych faktori. Citlivost
k riznym polutantiim je druhové specificka (Larcher, 2003).

Mezi nejvyznamnéjsi polutanty patfi:

o t&ézké kovy
¢ herbicidy a pesticidy
e PCB
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e ropné produkty

e nitroaromatické latky a jiné vybu$niny

U Zivocichi dochazi k metabolismu xenobiotik ve tiech fazich. V prvni fazi enzymy
oxiduji, redukuji nebo hydrolyzuji xenobiotikum, ¢imz zavadéji nebo odkryvaji reakéni
skupiny, které pozdéji usnadnuji jeho konjugaci s endogennimi slou¢eninami (napft glutathion,
glukurondt, aminokyseliny apod). Ve tfeti fazi jsou hydrofilni konjugdty transportovény
z buriky pomoci proteinovych pienasecli a ndsledné vyluCovany v moc¢i nebo vykalech.
Ackoli urcitou schopnost biotransformovat xenobiotika vykazuji prakticky vSechny tkané a
organy, hlavni detoxika¢ni organ Zivoc¢icht predstavuji jatra.

U rostlin miiZeme metabolismus xenobiotik také rozdélit do tii obdobnych fazi jako
u ZzivoCichil, piestoze rostliny nemaji skuteCnou efektivni cestu vyluCovani (Obr. 1).
Rostliny se podobaji jatrim svou schopnosti metabolisovat Siroké spektrum xenobiotik od
vysoce polanich k nepolarnim, diky tomu se nékdy nazyvaji "green liver" planety

(Sandermann, 1992).
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Obr. 1. Schéma metabolismu xenobiotik u rostlin (Pilon-Smits, 2005). GSH:gluthation,
Glu: glukosa, MT: metallothioniny, NA: nikotiamin, OA: organické kyseliny, PC:
ftochelatiny

Faze 1 u rostlin zahmuje nesyntetické procesy jako jsou oxidace, redukce nebo
hydrolyza. Vysledkem Faze I v metabolismu xenobiotik v rostlinach jsou metabolity - latky se
snizenou nebo modifikovanou fytotoxicitou, széenou polaritou a piipravené pro dalsi
Rostlinné CYP jsou multifunkéni enzymy, které se vyskytuji v mnoha isoformach (fadové
tisice), katalyzuji velké mnozstvi odliSnych reakci a vykazuji relativné nizkou jak tkanovou,
tak substratovou spectifitu. Ackoliv se problematikou regulace a exprese CYP zabyva posledni
dobou mnoho védeckych tym, stale nebylo objasnéno, jak jsou CYP regulovany, ani kolik se
jich ucastni biotransformace xenobiotik (Reichhart a kol., 1998; Stiborova a kol., 2000).

Fazi Il metabolismu xenobiotik predstavuji syntetické reakce - konjugace. Jiz pred

vice nez patndcti lety bylo dokazano, Ze rostliny obsahuji konjuga¢ni enzymy, které se
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podobaji v mnoha kriteriich enzymovym systémim savci. Druhé faze se zucastiiuji
predevsim glutathion-S-transferasy a glukosyltransferasy, ale také UDP-glukuronyltransferasy
(Pflugmacher, 1998). Ve druhé biotransformacni fazi jsou vétSinou tvofeny latky s velmi
snizenou nebo jiz zadnou fytotoxicitou.

Vyznamnou reakci druhé faze je konjugace s gluthationem. Tripeptid gluthation je
nukleofilni slou¢enina, ktera se kovalentné vaze na mnoha elektrofilnixenobiotika. Reakce
byva katalyzovana gluthation-S-transferasou (GST), ale mize probihat i spontdnné.
Konjugaty s glutathionem vznikaji v cytosolu, ale v tomto v tomto bunécném kompartmentu
se neakumuluji, protoze funkce gluthation-S-transferasy je inhibovéna produktem. Nepovim a
kol. (2004) sledoval vliv stresu zptuisobeného pfitomnosti tézkych kovi (Zelezo a nikl) a
nitroaromatickych sloucenin (TNT, DNT, ADNT, DANT) na aktivitu GST v ,hairy root*
kultufe kiene. Tézké kovy zpisobovaly inhibici GST aktivity, zatimco nitroaromatické
slouceniny v ImM koncentraci aktivitu GST zvySovaly.

Jestlize xenobiotikum obsahuje fenolovou, arylaminovou, thiolovou nebo
karboxylovou skupinu, mize dojit k jeho glykosylaci - nej¢astéji glukosou. Tyto reakce jsou
katalyzovany ptislusSnymi glukosyltransferasami. Pflugmacher a Sandrmann  (1998)
v rozsdhlé studii konjugdti  né&kolika  xenobiotik  prokdzali konstitutivni
glukosyltransferasovou aktivitu u vSech typli vysSich 1 nizSich rostlin. Zaroveni prokazali
rozdilnou hodnotu aktivity enzymii mezi jednotlivymi rostlinnymi druhy. Glykosidicky se
mohou vézat i jiné cukry (arabinosa, xylosa).

Pro efektivnost detoxikace je velmi dulezita treti fdze — kompartmentace. Ve Fézi 111
jsou konjugdty transformovéany na sekunddrni konjugaty nebo na nerozpustna rezidua, ktera
mohou byt uskladnéna. Béznou reakci této fize je N-malonylace gluthationovych nebo
glukosydickych konjugati vzniklych béhem Faze II. Pfipojeni malonatu je pravdépodobné
signalem pro transport konjugati pies tonoplast do vakuoly nebo pres plazmatickou
membranu do apoplastu, kde jsou uskladnény (Schroder a Collins, 2002).

Jiz dfive byly objeveny membranové vizané transportéry zprostfedkovavajici
energeticky dependentni export xenobiotik do vakuoly. Skupina proteint, které se na pfenosu
organickych polutantii pfes membrany podileji, se nazyvaji ,,Multi Drug Resistance Proteins
(MRPs) a nalezi do skupiny ABC (ATP Binding Cassette) transportérd. Jejich role byla
nejprve popsana u zivociSném organismu, ale dnes se jednd i o jednu znejlépe
prostudovanych skupin rostlinnych transportnich proteini. ABC transportéry jsou
zodpoveédné za prijem, transport a ukldddni celé $kaly vysokomolekularnich latek, at’ uz se

jednd o toxické produkty vlastniho metabolismu nebo xenobiotika (Tommasini a kol., 1998;
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Liu a kol., 2001). Pfesné urceni role jednotlivych transportéri neni jednoduché, nebot’ mnoho
transportérii funguje simultanné, jejich aktivita je rizna podle toho v které rostlinné tkani
pisobi a existuje obrovské mnozstvi potencidlnich substrati. Nejpokrocilej§i jsou v tomto
ohledu experimenty na rostlinném druhu Arabidopsis thaliana. Lu u této rostliny popsal
transportéry AtMRP2, které transportuji do vakuoly gluthationové konjugaty a chlorofylové
katabolity, ale netransportuji Zlucové kyseliny, AtMRPI1, které mohou transportovat
gluthationové konjugaty xenobiotik a endogenni toxické latky véetné herbicidi a anthokyan,
a AtMRP3, které transportuji gluthationové konjugaty kadmia . Ve vakuole pak pomoci
peptidas dochdzi k degradaci gluthationovych ¢asti (Lu a kol., 1997 a 1998).

Rostlinné druhy, rostouci dlouhodobé na stanovisti s vysokou koncentraci toxickych
latek, si vytvofily fadu mechanismt zabranujicich negativnim ucinki téchto latek na rostlinny
organismus (Cobbett a Meagher, 2002). Nejlépe zname jsou adaptace rostlin na vysoké
koncentrace téZzkych kovi. Terminem tézké kovy jsou oznaCovany kovy, jejichz specificka
hmotnost je vy$3i nez 5 g.cm™. Z ekotoxikologického hlediska se vé&tsinou jedna o kovy, u
kterych je urcitd koncentrace nebezpecna pro ostatni zivé organismy a termin tézké kovy je
synonymem pro kovy toxické. Jednd se predev§im o méd’, zinek, kadmium, rtut’, olovo,
chrom, mangan, Zelezo, nikl, arsen a selen, pfi¢emz nékteré z téchto kovi jsou ve stopovych
mnozstvich esencidlni, tj. pro Zivot nezbytné jako napf. méd’, zinek nebo chrom. Tézké kovy
jsou piesto v ur€ité koncentraci toxické pro jakykoliv organismus (Verma a kol., 2003;
L’Azou akol., 2002). Jejich toxicita spociva ve vysoké afinité kovli k chemickym skupindm
obsahujicim redukované formy siry, takze inaktivuji enzymy s volnymi —SH skupinami.
ZvySend koncentrace téZzkych kovli v rostlinach miZze mit za ndsledek poruSeni
membranovych systémd, inhibici enzymi, produkci volnych kyslikovych radikdld a
inaktivaci elektrontransportnich fetézca (Larcher, 2003). Mechanismy adaptace zahrnuji:

1. Imobilizaci toxickych iontl v bunééné sténé a transport apoplastem jako prevence kontaktu
s protoplastem

2. Zabranéni prichodu plazmalemou

3. Chelaci kovu na ligand v cytoplasmé. Nésledné je tento komplex kov-ligand umistén bud’
subcellularné (napf. ve vakuole) nebo transportovan do specifickych tkani rostlin.
Chelatujici ligandy zahrnuji: organické kyseliny jako napf. citrdt a malat, které chelatu;ji
Al(IIT); nékteré aminokyseliny, zvlasté pak histidin, metalothioneiny a fytochelatiny

(Baker, 1989).
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1.3 NITROLATKY

Nitroslouceniny jsou latky, jejichZ nitroskupina je vdzdna pfimo na atom uhliku. Podle
poctu atomi vodiku vazanych na uhlik s nitroskupinou rozeznavame nitroslouceniny
primarni, sekundarni a tercidrni. NiZz3i nitroslouceniny jsou bezbarvé nebo nazloutlé kapaliny,
nerozpustné ve vodé€, rozpustné v alkoholech a v etherech. Aromatické nitrosloueniny kromé
nitrobenzenu a o-nitrotoluenu jsou pevné latky s charakteristickym zdpachem po hotkych
mandlich. Z hlediska vyuzZitelnosti jsou nejdilezitéjSimi: nitrobenzen, mono- a di-nitrotoluen,
trinitrotoluen, tetryl, mononitrochlorbenzeny, nitroaniliny, nitronaftaleny, dinitrofenol,

kyselina pikrova a nitrokresol (Urbanski, 1984). Nejcastéji jsou nitroslouceniny pouzivany

jako vybusniny ¢i ndplné do streliva. Rozeznavame tfi zdkladni skupiny vybusnin:

l. nitroaromatické - vyznacuji se relativné velkou chemickou stalosti a mozZnosti
dlouhého skladovaéni, 1i8i se od ostatnich vybusin malou citlivosti k narazu a tfeni. Do
této skupiny patfi TNT, které je vyznamné zejména z historického pohledu a
s ohledem na nejrozsifenéj$i kontaminaci ploch v disledku jeho hojného pouzivani

v minulém stoleti;

2. nitroaminy (RDX, HMX) - mnohem u¢innéjSi vybusniny, které se dnes nejvice
pouzivaji
3. estery kyseliny dusicné (PETN, TNG, nitroceluldza) - vyuzivané pro plnéni rozbusek a

roznétek (Rosenblatt,1991) (Obr.2).
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NITROAROMATIC NITROAMINES

CH, NO, , NO2
. O.N_ _NO AN N
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NO, NO; / NO;
NO,
2.4.6- trinitrotoluenc (TNT) hcxah)-'d‘ro-. 1.3,5- lri_nitro- octahydro- 1.3.5:7- tgtranitru-
1,3.5- triazine (RDX) 1.3.5,7- tetrazocine (HMX)
NITRATE ESTERS
NO; NO, NO, 0,N—0—CH H,C —0—
| 2 :\ Y ,C—0—NO,
0 t|3 0 /c'\
H,C— CH- éHz O:N O CH; H,C—0~NO,
plvceroltrinitrate (GTN) pentacrythritoltetranitrate (PETN)

Obr.2. Hlavni skupiny vybusnin (Hannink, 2002)

Nitrolatky se déle vyuzivaji i pfi vyrobé barviv, insekticidi, textilii, plastickych hmot,
polyuretanovych pén, lé¢iv (PETN a TNG se pouzivaji jako vasodilaroty pfi 1é¢bé anginy
pectoris), rostlinnych ristovych reguldtori, jako pfisady do paliva (Harms a kol.,
1992). A¢koliv vyroba TNT celosvétové klesa, v Ceské republice se nevyrabi od roku 1956,
stoupa vyroba jinych vybu$nin -DNT, TNG, RDX, HMX, PETN atd.. Nitrofenolické

slouceniny se i nadéle Siroce vyuzivaji v zemédelstvi jako pesticidy.
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1.3.1 Zdkladni fyzikdlni a chemické viastnosti TNT

CHs

NO, NO,

NO,

Obr. 3. Strukturni vzorec 1,3,5 - trinitrotoluenu

Chemicky je TNT aromaticky uhlovodik toluen, jehoz 3 uhlikové atomy aromatického
jadra nesou namisto vodikového atomu nitroskupinu ( - NO,), sumdarni chemicky vzorec této
slouceniny je CcH2(NO3);CH;3 (Obr.3.). Jedna se o naZloutlou krystalickou latku (krystalizuje
v rhomboedrické soustavé ve formé sloupt nebo jehel) o hustot& 1,663 g cm™ a bodu tani
80,7°C. Lze ji snadno bezpecné roztavit a vznikld kapalina ma bod varu 210 - 212 °C. Jako
pevna latka se chova pouze do teploty 35°C, pfi zvySeni teploty se postupné stava plastickou.
Soucasna literatura uvadi rozpustnost TNT ve vodé v pomémé Sirokém rozmezi 100-200
mg.dm™ pii pokojové teploté. Rozpustnost rychle klesa se zvysujicim se pH, pii znaéné&
vysokém pH byly pozorovdny nezndmé transformacni produkty, s vysSi teplotou se
rozpustnost zvysuje (6°C-42°C) (Ro, 1996). Dobie se vSak rozpousti ve vét§iné béznych
organickych rozpoustédel kromé ethanolu a sirouhliku. Je zajimavé, Ze je velmi dobfe
rozpustny v kyseliné sirové, vici niz je staly az do teplot nad 150°C. Plsobenim bazickych
sloucenin vsak prechdzi do nestabilnich forem, (tzv.trytolaty), které se vyznacuji velmi
snadnou vybuSnosti. Pfi manipulaci s TNT je proto nutno zabezpecit, aby se nedostal do styku
s alkalickymi latkami za zvySené teploty. Prvni zprdvy o trinitrotoluenu se objevuji v roce
1863. Tuto latku pfipravil Wilbrand pisobenim smési kyseliny dusi¢né a sirové za teploty
“blizké teplot¢ bodu varu”. Pozdé€ji Beilstein a Kuhlberg (1870) podle této prace,
nejrozsahlejsi ve své dobé z oboru nitrace aromatickych uhlovodiki, popsali nitraci o-, m- a
p-nitrotoluenu na trinitroderivaty. Isolovali kromé o-trinitrotoluenu také isomer y (Urbanski,
1958 ). Isomery B a y pfipravil z m-nitrotoluenu Hepp roku 1882. Strukturu isomeru o-
popsali Claus a Becher (1883) a isomerti B a y Will (1914). V dobé Prvni svétové valky Slo o

nejrozsirenéj$i vybusninu, béhem druhé svétové valky se zaCaly pouzivat i jiné vybusniny a
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TNT byl vice pouzivan do smési a jako napli do naboji (Boileau a kol., 1987).

Jako vybusSnina vykazuje TNT mimoradné dobré vlastnosti - je velmi stabilni a malo
citlivy vii¢i vnéjS$im vliviim a pfitom se vyznacuje velmi vysokou brizanci a razanci vybuchu.
Je proto idedlni latkou pro piipravu jak primyslovych tak vojenskych trhavin. Casto se pfitom
v rizném poméru misi s jinymi explozivnimi litkami a setkdme se s nim mimo jiné pod
obchodnim ndzvem Permonit, Permonex, Karpatit, znamé jsou i vojensky vyuzivané Atomaly
a fada dalSich. Diky tomu, Ze jeho explozivni vlastnosti jsou velmi dobfe prozkoumany, uvadi
se pro vyjadreni sily jaderného nebo termojaderného vybuchu ekvivalentni mnozstvi TNT v
kilotundch ¢i megatundch.

Zakladem vyroby TNT je postupnd nitrace aromatického uhlovodiku toluenu smési
kyseliny dusi¢né a kyseliny sirové. Ve tfech krocich se postupné zvySuje koncentrace
kyseliny dusi¢né. Zatimco nitrace do 2. stupné (smés riznych izomert dinitrotolueni) probiha
za relativné mirmych podminek, je pro posledni nitracni stupeil nutno pouzit znacné
drastickych reakénich podminek - nitrace probiha obvykle ve 20 % oleu (roztok oxidu
sirového v koncentrované kyseliné sirové) za teplot kolem 80°C. Produkce TNT dosdhla
vrcholu na konci druhé svétové valky, kdy se celosvétové vyrabélo 150 ktun za mésic

(Zeman, 2000)

1.3.2 Zakladni fyzikdlni a chemické viastnosti DNT

Vzhledem je DNT zlutd amorfni latka, pfekrystalovany tvofi Zluto-bilé jehlicovité
krystaly (pfi pomalé krystalizaci znacné dlouhé). Ma pfijemnou vini, slabé pfipominajici
hotkomandlovou silici. DNT je nerozpustny ve vodé, ale velmi dobfe rozpustny ve vétsiné
organickych rozpoustédel (aceton, toluen, benzen, ethanol aj.). Teplota tani se pohybuje v

zavislosti na  zastoupeni jednotlivych izomerli vrozmezi 47-56°C (Obr.4.).

CHs CHs CHs CHgs CHs CHs
NO;, O4N NO,4 NO, OzN
NOg NO, NO, OgN NO,
NO, NO, &ili 2,5-
bt 71°C bt 655 °C b.t.63°C b.t. 60 *C bt 525 °C b.t.91°C

Obr. 4. Strukturni vzorce izomeru dinitrotoluenu (Urbanski, 1958)

19




Vsechny tyto isomery jsou slabé jedovaté, vlivem pfitomnosti methylové skupiny v
molekule mnohem méné nez dinitrobenzen. Né&ktefi autofi se dokonce domnivaji, Ze hldSené
otravy dinitrotoluenem jsou ve skuteCnosti zplsobeny pfitomnosti necistot, hlavné
dinitrobenzenu. Dinitrotoluen (2,4-DNT) po prvé pfipravili Beilstein a Kuhlberg v roce 1870.
Je pravdépodobné, ze “dinitrobenzen” s bodem tani 71°C, pfipraveny St. Claire Devillem
(1841) nitraci “nitrobenzenu” ziskaného z lehkého oleje, byl ve skutecnosti dinitrotoluen.
Rosensthiel (1872) zjistil, ze p-nitrotoluen poskytuje pouze jeden dinitrani produkt, isomer
2,4-, kdezto o-nitrotoluen mimo tyZ isomer dava jesSté dalsi, ktery autor blize neurcil. Prvni
zminku o tom, ze existuji jesté jiné isomery dinitrotoluenu, nachdzime v praci Limprichtové
(1885), ktery mimo isomer 2,4- a 2,6- isoloval z nitra¢nich produkti také isomer 3,6-.
Podobné Zaloziecki (1903) isoloval z produktu nitrace hali¢ské nafty dva dinitrotolueny: 2,4-
a 3,6-. Beilstein a Kuhlberg (1873) pfipravili nitraci m-nitrotoluenu isomer 3,4-. Hiussermann
a Grell (1894) potvrdili predchazejici vyzkumy a zjistili, Ze kromé uvedenych isomerti vznika
také derivat 3,5-. Pfi nitraci technického mononitrotoluenu, ktery obsahuje prevdzné smés o- a
p-izomeril s malym (6 %) zastoupenim m-nitrotoluenu vznikd technickd smés s nejvysSim
obsahem 2,4- a 2,6- izomerti DNT (Urbanski, 1958 ).

Samotny DNT bez ptidavku dalSich latek je pomémé slaba a malo citliva vybusnina, a
proto se nikdy nepouziva samostatné. Velky vyznam v§ak ma jako slozka smésnych trhavin,
nejrozsifenéj§imi  smésmi obsahujici DNT jsou ammonledkové trhaviny, dynamity,
vodovzdorné trhaviny a plastické trhaviny. Protoze ma pomémé nizkou teplotu tani a
citlivost, pouziva se na flegmatizaci vysoce citlivych vybu$nin typu Pentrit, Hexogen,

Oktogen aj. Ddle se pouziva jako prekurzor pfi vyrobé polyuretanovych pén a barviv.

1.3.3 Zadkladni fyzikdlni a chemické vlastnosti nitroesteri

Nitroestery jsou syntetické organické latky, které se vyuZivaji predev§im jako
vybusniny. Nejvice pozornosti si zaslouZzi trinitroglycerin ktery je nejen jednou z klicovych
surovin ve vyrobé trhavin, ale vyuzivd se také v mediciné jako prostiedek pro zklidnéni
srdecnich arytmii a snizovani krevniho tlaku.

Strukturné je skupina esterd kyseliny dusi¢né analogickd s estery kyseliny

fosfore¢né a sirové. Na rozdil od téchto skupin, které jsou v biosfére Siroce rozsifené, vSak
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nebyly nitroestery nikdy detekovany jako slouceniny pfirozené se vyskytujici v zivych
organismech (Blehert a kol., 1999; White a kol., 1996)

Nitroestery nizZSich alkoholl jsou kapaliny s nepatrné vy$$im bodem varu nez maji

pfislusné alkoholy, a zna¢né vy$§im bodem varu nez nachazime u estert kyseliny dusité.

Nitroestery vznikaji esterifikaci alkoholu kyselinou dusi¢nou, coZ je vratna exotermni
reakce. Na zdkladé experimentalnich udaji ze studia esterifikacni schopnosti smési kyseliny
dusicné s kyselinou sirovou se predpokladd, ze esterifikaénim ¢inidlem je podobné jako pfi
nitraci nitroniovy ion NO,", a proto pfitomnost kyseliny sirové v esterifikaéni smési
podporuje esterifikaci (Urbanski, 1958).

Nitroestery jsou silnymi vybu$ninami. Maji vétsi obsah kysliku neZ nitroslouceniny,
takze tepelny efekt vybusného rozkladu nitroesterii je vétsi nez u nitrosloucenin se stejnym
poctem atoml uhliku a nitroskupin. Nitroestery jako je nitroglycerin, nitroglykol,
nitroceluléza a pentrit patfi proto k nejsilnéjsim vybusnindm a vykonem pred¢i bézné

pouZivané nitroaromaty napf. trinitrotoluen a kyselinu pikrovou.

ll\lozl\llozl\llo2
0 ¢ 9
H,C—CH-CH,

Obr.5. Strukturni vzorec trinitroglycerinu.

Trinitroglycerin, jinak také zndmy pod ndzvy nitroglycerin a glyceryl trinitrat, je
z chemického hlediska trojndsobnym esterem alkoholu glycerolu s kyselinou dusi¢nou
(Obr.5.). Je to olejovitd kapalina, v Cistém stavu bezbarvd a c¢ird. Technicky produkt je
obvykle nazloutly nebo jemné bronzové zbarveny v zavislosti na Cistoté vychozich surovin a
podminkach vyroby. Nitroglycerin ma slabé nasladly pach, znatelny pfi zahfati nad 50°C, a
pal¢ivou, naslddlou chut’. Bod tani dosahuje hodnoty 13,2°C, pfi teploté 50 — 60°C dochazi za
normalniho tlaku k rozkladu této slouceniny, pfi snizeném tlaku je bod varu uvadén piiblizné
kolem 180°C, pi1 218°C dochazi k explozi.

Ve vodé je pouze malo rozpustny (pfiblizné 2 g.dm'3 ), dobie se vSak rozpousti ve

vétSiné béznych organickych rozpoustédel od alkoholti po nepoldrni alifatické uhlovodiky.

21




1.3.4 Kontaminace prostredi vybusSninami

Ke kontaminaci zivotniho prostfedi dochdzi zejména pfi vyrobé TNT, pii které je
potieba velké mnozstvi vody na ¢iténi, vodny odpad zndmy jako ,,red water* obsahuje vice
nez 30 rGznych nitroaomatickych residui, obdobné pfi napliovani a baleni munice vznika
kontaminovana tzv. ,,pink water*. K dalsi kontaminaci dochdazi po ptimé detonaci, transportu
a skladovani munice atd.

Protoze se TNT vyrabi postupnou nitraci toluenu, jsou v kontaminacich pfitomny i
dinitrotolueny a nitrotolueny. Aminoderivéty, vznikajici prvotni redukci, mohou byt pro
Zivotni prostredi vétSim problémem nez plivodni latky, protoze jsou stabiln€j)$i a mobilnéjsi,
¢imz se zvysuje riziko kontaminace povrchové i podzemni vody (Rogers, 2001).

V soucasné dobé hraji ve vyrob€ prim nitraminiové vybusSniny jako je RDX a HMX,
které maji 1,5 x vys§i vybuSnou silu nez TNT. Krystalické formy obou téchto latek se
ziskavaji nitraci hexametylentetraminu nebo paraformaldehydu a dusi¢nanu amonného v
pritomnosti anhydridu kyseliny octové (Gilbert, 1980).

V USA sama armdda pfiznala kontaminaci vice nez 1,2 miliont tun pidy vybusninami
(Hampton a Sisk, 1997; Clausen a kol., 2004), literatura hovofi o pfitomnosti vybusnin a
jejich metabolitd v ptidé a vodach i v Némecku (Bruns-Nagel a kol.,1997), v Kanadé
(Cattaneo a kol., 1997), v Australii (Toze a kol., 1997), ve Spanélsku (Duque a kol., 1993),
v Argentiné (Fuchs a kol., 2001) a v Anglii (Binks a kol., 1995). Rostouci zdjem v poslednich
letech o zdravotni a ekologicka rizika vedl k intenzivnimu studiu toxicity vybusnin. U mnoha
Siroce roz$itenych explosiv byly nalezeny mutagenni ucinky (Fuchs a kol., 2001; Homma-

Takeda a kol.,2002; Rosenblatt a kol., 1991; Steevens a kol., 2002).

Také v Ceské republice nalezneme velké plochy kontaminované vybusninami
pfevazné v oblastech vojenskych vycvikovych prostorti, muni¢nich skladi, déale pak v okoli
soucasnych i byvalych tovdren na vyrobu vybusnin (Tab.l.a 2.). Dlouhodobym vlivem

klimatickych podminek dochdzi ke kontaminaci povrchové i spodni vody.

Tab. 1. Soucasné a byvalé tovarny na vyrobu munice

Semtin (Explosie) RDX, PETN, TNF, TNG, EGDN, DEGN, NC, DNT,
DNC, TNR
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Vsetin (Zbrojovka Indet) LA, MF,LP,LT

Vlasim (Sallier Bellot) TNT, PETN, TNR, TNG, NC, DNT, LA, MF, SF, LT
Policka (POS) TNT, RDX, PETN, NC, TNG, DEGN

Bojkovice (Zeveta) TNT, RDX, NC, TNG, DEGN

Tynisté nad Orlici TNT, RDX, NC, TNG, DEGN

Praha-Zamky (Dynamit Nobel) TNT, TNG, EGDN, NC, DNT

Plzeii (Skoda) TNT, TNF,NC, TNG, DEGN

Tab. 2. Vojenské vycvikové prostory

Libava TNT, RDX, TNG, NC, DEGN, TNF
Doupov TNT, RDX, TNG, NC, DEGN
Ralsko-Mlada T, RDX, TNG, NC, DEGN, TNF
Milovice TNT, RDX, TNG, NC, DEGN, TNF
Boletice TNT, RDX, TNG, NC, DEGN

1.3.5 Toxicita nitrosloucenin

Jiz od konce sedmdesatych let 20. stoleti je zfeymé, Ze aromatické nitroslouceniny jsou
pfitomny ve vSech slozkach zivotniho prostfedi. Jsou soucasti vyfukovych plynd a vzdu$nych
prachovych ¢&astic, zjiStény byly rovnéz v ficnich sedimentech. Vznikaji zejména z oxidi
dusiku, které jsou produkovany vSemi vysokoteplotnimi procesy, spalovanim uhli, tepelnou
likvidaci odpadi, zpracovanim kovi. Lokélni zneciSténi aromatickymi nitroslou¢eninami je
vyvoldvano uniky z provozl, kde se tyto latky zpracovavaji, v malém mnoZstvi vznikaji
nitroslouCeniny ipfi upravé nékterych potravin grilovanim. Pfitomny jsou rovnéz
v cigaretovém koufi. VétSina aromatickych nitrosloucenin vykazuje mutagenni aktivitu
v bakterialnich i savéich systémech (Dilley a kol., 1982). Toxické ucinky na zvifatech stejné
jako na lidech zplsobuji hemolyzu, anémii, poskozeni nervového systému, gastritis a

poskozeni ledvin (Zitting 1982). Intraperitonealn podany TNT (100 mg kg') zpiisobil u
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laboratornich potkanid poni¢eni mozkovych, jaternich a ledvinovych biomembran a
bunéénych organel. Morfologické studie ukdzaly zni¢ené mitochondrie, diletaci Golgiho
aparatu, vakuolizaci, a akumulaci lipidovych slozek. Morfologické zmény se tykaly
pfedevsim mozku a ledvin, kde TNT zvySuje aktivitu UDP-glucoronosyltransferasy (Levine a
kol.,1984). Akutni otravy mohou mit nejriznéj$i priibéh, napf. otrava tritolem se mizZe
projevit podrazdénim traviciho ustroji, bolestmi Zaludku, bledosti tvéfi, fialovénim rtl,
poruchou jater, vznikem Zloutenky, smrti. Béhem prvnich 8 mésic Prvni svétové valky bylo
zaznamenano 17000 piipadu otravy a 475 umrti v diisledku této otravy u délniku pracujicich
v tovarnach na vyrobu TNT (Haythorn, 1920 ).
Nitroslouceniny jsou odolné degradaci, protoZze obsahuji elektrofilni mista (centra
s malym elektronovym potencidlem, kterd jsou schopna odebirat elektronicky par k tvorbé
kovalentni vazby). Takovéto latky se vazou do elektronové bohatych (nukleofilnich) mist
bunéénych makromolekul a tak mohou vyvoldvat cytotoxicky nebo mutagenni efekt
(Homma-Takeda a kol., 2002; Honeycutt a kol., 1996). Podil aromatickych nitroslou¢enin na
vyvoji zhoubnych nadorti v lidském organismu zatim sice nebyl prokdzan jednoznaéné,
nicméné opodstatnénost podezieni potvrzuji jak epidemiologické studie u pacientd trpicich
nadorovym onemocnénim plic, tak vyskyt nddorovych onemocnéni u pracovniki provozu,
v nichz se aromatické nitroslouceniny vyrabé)i (Stiborova, 2002).
Prvni zminky o silnych fyziologickych ucincich nitroglycerinu pochdzi jiz z roku
1848 (Urbanski, 1958). Nitroglycerin patfi mezi zna¢né toxické latky a jiz ddvky nékolika
desitek miligrami mohou zpisobit smrt ¢lovéka. Hlavnim projevem jeho ptisobeni na lidsky
organismus je rychlé rozSifovéani tepen a tim pokles krevniho tlaku. Tézké otravy mohou byt
zpusobeny vdechovanim par nitroglycerinu, pronikdanim pokozkou nebo sliznicemi. Projevi se
bolestmi, kfecemi, zmodranim sliznic, poruchami zraku a otoky. Hlavnim symptomem pii
lehké otravé je silnd bolest hlavy s pocitem buSeni ve spdncich. Citlivost k pisobeni
nitroglycerinu je individudlni. Dlouhodobd prace s nitroglycerinem nezpusobuje toxické
otravy, proto se z toxikologického hlediska nejednd o primyslovy jed. Metabolismus
nitroglycerinu v télech savcl je pomémé dobie zdokumentovdn. Jednim z metabolickych
produktt je i oxid dusnaty, ktery hraje velmi dilleZitou ulohu nejen ve vaskuldrnim systému,
ale 1 pfi pfenosu nervového vzruchu a také v imunitnim systému. Fyziologickych u¢inki
nitroglycerinu se jiz ddvno (kolem roku 1850 se zacal prodavat pod ndzvem Glonoin) vyuziva
v lékarstvi k rychlému snizovéani krevniho tlaku u pacientl s chorobami srdce a vysokym

krevnim tlakem (Akrill a kol., 2002).
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RDX je uvadénn v literatufe jako méné toxicky nez TNT, ale ovliviiuje u lidi nervovy
systtm. RDX byl poprve pfipraven v Némecku Hansem Henningem v roce 1899. Neni
mutagenni, ale akutné toxicky a to natolik, Ze se pro své vyrazné toxické ucinky na hlodavce
pouzival jako jed na krysy (Merck,1983). U lidi vyvolava epileptické zachvaty, takze po
inhalaci nebo poziti muze zplsobit kieCe aZz bezvédomi (Rosenblatt,1980). Ve vodé je
stanoven piipustny limit na 105 pg.dm™ a pro ¢lovéka denni davka 0,21mg. Podobné, avsak
znacné zvySené, ucinky na nervovy systém ma i HMX. Relativné netoxicky se zda byt PETN.
Nitroaminy jsou obecné povazovany za méné toxické nez TNT. Pro stanoveni mutagenicity a
cytotoxicity pouZzil Lachance testy na Salmonele a na plicnich burikach kiecka Cinského.
V téchto testech RDX a HMX nemély na testovany materidl zadny vliv ani pfi dosazeni
maximalni koncentrace, pfi které jsou tyto latky rozpustné ve vodé. Testy ddle prokazaly, ze
reduk¢ni produkty degradace TNT jsou sice méné cytotoxické nez TNT, ale vSechny jsou

stejné€ jako TNT a TNB mutagenni (Lachance a kol., 1999).

1.3.5.1 Fytotoxicita nitrolatek

Fytotoxicita nitrolatek je druhové specifickd a je ddna zejména dostupnosti
kontaminantu a ristovym stadiem rostliny (Hannink, 2002).

Toxicita TNT se projevuje u rostlin chlorosou a potlacenim ristu (Pavlostathis 1998).
Pfesny mechanismus t¢inku neni zatim zndm a je pfedmétem intenzivniho badatelského
zajmu. Srovndvat publikované studie je velmi obtizné, protoze jako rostlinny materidl byvaji
pouzity jednak rizné rostlinné druhy a jednak jsou tyto rostliny ¢i tkanové kultury péstované
za riznych kultivacnich podminek.

Redukéni produkty TNT jsou strukturné podobné dinitroanilinovym herbicidim a
maji také podobné ucinky. Tyto herbicidy se vaZou na konce mikrotubuli meristematickych
bunék, ¢imZ zabranu)ji polymerizaci, kterd je zapotfebi k tvorbé mitotického vieténka ¢imz je
pozastaveno bunécné déleni (Strachan a Hess, 1983).

Ke stanoveni hrani¢ni hodnot pro obsah TNT v piddé byl pouzit test zaloZzeny na
pozorovani kliCeni a ridsti mladych rostlin (feficha, brukev, oves). Toxicita TNT byla
ovlivnéna jak typem pidy, tak rostlinnym druhem, dvoudélozné rostliny byly ke koncentraci
TNT vice citlivé, pfi nizkych koncentracich 5- 250 mg.kg ™' ptidy ptisobil TNT stimulaéné na
jejich rist. Oves byl schopen tolerovat TNT v koncentraci piekracujici 1,6 gkg! zeminy

(Gong, 1999a). Scheidman (1998) studoval toxicitu TNT na 11 rostlinnych druzich a doSel
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také k zdavéru, Ze tolerance k TNT je velmi druhové specifickd. V roce 1986 publikovali
Palazo a Leggett studii o vlivu TNT na hydroponicky péstované rostliny cypfiSe (Cyperus
esculentus). Inhibi¢ni u¢inek na pfiristek hmotnosti byl patrny jiz pfi koncentraci 5 mg.dm'3 ,
negativni uc¢inky byly patrné zejména na kofenech.

Peterson (1996) se zabyval kli¢enim rostlin v kontaminovaném prostfedi. Laboratorni
pokusy ukdzaly, Ze koncentrace TNT nad 30 mg.dm'3 negativné ovliviiuje kliCeni semen
kostfavy (Festuca arundinacea). K dal§im studiim kli¢eni pouzil svetep (Bromus inermis), u
kterého doslo k redukci ristu kofinkii jiz pfi koncentraci 7,5 mg.dm™ TNT v agarovém
mediu, naproti tomu koncentrace 15 mg.dm'3 neméla vliv na kli€eni prosa (Panicum
virgatum). To vSak mutze byt ddno i1 riznou propustnosti oballi semen pro TNT (Peterson
1988). Toxické ucinky TNT na kostfavé a svefepu pozoroval i Krishnan a kol. (2000).
S ristem koncentrace TNT se snizoval pocet vykliCenych rostlin, jejich vySka, vaha, délka
kofenti 1 suSina.

Fytotoxické ucinky nitroamin jsou velmi malo popsany, ale pravdépodobné jsou pro
rostliny méné nebezpeéné nez TNT vzhledem k tomu, Ze jsou méné toxické pro ¢lovéka i
vétsinu zivoCichl (Harvey 1990). Best a kol. (1997) porovnaval toxické u¢inky RDX a TNT
na suspenzni kulturu stolistku vodniho. Pozoroval vyraznou translokaci RDX oproti TNT, coz
miiZze byt povazovano za diikaz jeho niZsi toxicity. Lucero a kol., (1999) sledoval toxické
uc¢inky RDX a HMX na bunéénou kulturu Datura innoxia. Rist této kultury nebyl potlacen
ani pii koncentraci, kterd odpovida maximalni rozpustnosti ve vodé (RDX 60 mg.dm'3 , HMX
4 mg.dm™).

Estery kyseliny dusi¢né jsou latky pomérné dobie biodegradovatelné, pro zdravi
¢lovéka malo nebezpecné, a proto o fytotoxicité nitroesterti najdeme v literatufe velmi malo
informaci. Zakladni studii provedl Goel a kol. (1997). Buné¢na kultura fepy cukrovky (Beta
vulgaris) tolerovala koncentraci 454 mg.dm™ TNG. Aviak French a kol. (1999) popsal
zakrnéni stonkll 1 kofinkidl u tabdkovych rostlinek kli¢icich na mediu s TNG v koncentraci

227 mg.dm'3.

1.4 METABOLISMUS NITROLATEK

Elektrofilni charakter nitroskupiny ztéZuje oxidaci obvyklou pro rozklad jinych

aromatickych sloucenin, a to tim vice ¢im vice nitrosubstituentd je vdzdno na aromaticky
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kruh. Tyto latky proto mnohem snadnéji podléhaji redukci a to jak za aerobnich tak 1
anaerobnich podminek. Produkty této redukce jsou neziidka vice reaktivni a vice

karcinogenni a mutagenni nez latky vychozi (Johnson, 2001).

1.4.1 Mikroorganismy

Mnoho autori se zabyva rozkladem trinitrotoluenu (TNT) a jinych nitrosloucenin
pomoci riznych bakteridlnich kmenl. Za aerobnich podminek je nitroskupina typicky
redukovdana postupnou adici tii elektronovych pari, ¢imZ vznikd nitrososkupina,
hydroxylaminoskupina a aminoskupina. Nitrosointermediaty jsou extrémné reaktivni a jsou
tak priinou toxicity nitroaromatickych latek. Mikroorganismy postupné transformuji TNT na
amino-, diamino- a tri- amino(nitro)tolueny. Reaké¢ni rychlost klesd s redukci elektron-
deficitniho atomu uhliku. Zatim nebylo zcela prokdzano, zda timto zpisobem probihd az
uplnd mineralizace (Riefler a Smets, 2002). Za aerobnich podminek déile mohou vznikat
kondenzaci ¢aste¢né redukovanych intermedidth tetranitroazoxytolueny, které jsou biologicky
inertni. Byl popsan i jiny mechanismus degradace napf.u rodu Pseudomonas sp., Duque
(1993) popsal u téchto bakterii schopnost vyuzivat TNT jako zdroj dusiku. V tomto pfipadé
dochazi k aerobni hydrogenaci aromatického kruhu a k vytvofeni Meisenheimerovych a
dihydrid-Meisenheimerovych komplexi, nasledné pak k uvolnéni dusiku (Snellinx a kol.,
2002). Haddour a Ramos (1996) ukazali, Ze tento komplex miize byt in vitro transformovan
na 2,4-DNT. Na druhou stranu Vorbeck (1994) pfi praci se stejnym klonem tento komplex
neidentifikoval, ale jiz dfive popsal jeho vznik pfi pouziti Rhodococus erythropolis HL PM-1
a Mycobacterium HI4-NT-1 (Vorbeck a kol., 1994).

Zaripov (2002) popsal u kvasinek rodu Saccharomyces metabolismus TNT, kde
kli¢ovy pocateéni metabolit byl HADNT, ADNT a hydrid-Meisenheimeriv komplex byly
v minoritnim zastoupeni. Na druhou stranu u rodu Candida byl pii degradaci TNT pozorovan
ptenos hydridového iontu na aromaticky kruh za vzniku hydrid-Meisenheimerova komplexu
jako majoritniho produktu (Vorbeck a kol., 1998).

Oxidaéni reakce, které byly doposud objasnény, nasleduji az po prvotni redukci, kdy
je vytvorena na kruhu druhd aminoskupina.

Redukce nitrosubstituentii anaerobnimi mikroorganismy byla popsdna pro mnoho
riznych nitroaromatickych sloucenin. Reakéni rychlost klesa s poctem nitroskupin

pfeménénych na aminoskupiny (Preuss a kol., 1993). Kompletni pfeména TNT na TAT
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vyzaduje striktné anaerobni podminky. Prvné tuto postupnou degradaci TNT na TAT popsal
McCormick, kdyZz pouzil bakteridlni kmen Veillonella alkalescens. Dal§im velmi vhodnym
subjektem k objasnéni degradace TNT se ukdzalo Clostridium, které je schopno velmi rychle
degradovat TNT na TAT a fenolické latky (hydroxylaminodinitrotolueny) (Funk a kol., 1993;
Ederer, 1997).

Na mistech kontaminovanych 2,4-DNT nalezl Spain (1995) bakteridlni kmeny, které
vyuzivaly tuto latku jako ristovy substrat. Degradacni cesta zaCinala dioxygenaci vedouci
k 4-metyl-5-nitrokatecholu, ktery dale podlehl monooxygenaci, jejiz hlavnim produktem byl
2-hydroxy-5-metylchinon, ktery byl enzymaticky redukovan na 2,4,5-trihydroxytoluen.
Tento bakterialni kmen nebyl ovSem schopen degradace smési izomerd DNT a po pfidadni 2,6-
DNT doslo k inhibici degradace 2,4-DNT. V roce 1999 izoloval Nishino z kontaminované
pudy jiny bakteridlni kmen, ktery bez probléml degradoval smés obou izomert, a vyuzil ho
pro ¢isténi kontaminované vody v bioreaktoru (Nishino a kol., 1999)

Schopnost degradovat nitroestery byla testovdna u fady aerobnich i anaerobnich
bakterii. Jednim z kmeni, u kterého byla tato schopnost prokdzana, byl Pseudomonas RI-NG ]
izolovany z fiéniho sedimentu, v laboratornich podminkach nitroglycerin zcela odbourdval za
postupného vzniku obou izomeri dinitroglycerinu. Hlavnim metabolitem byl 1,3-DNT, ktery
pievysil svym mnozstvim 1,2-DNT téméf pétinasobné.

Po odbourdani TNG, kdy dinitroglyceriny dosahovaly svych maxim, se zacaly
objevovat 1-mononitroglycerin a 2-mononitroglycerin, jejichZz koncentrace vzristala na ukor
poklesu koncentrace 1,2- a 1,3- MNG. 1-MNG vznikal pfiblizn€¢ Sestkrat rychleji nez 2-
mononitroglycerin, coz je zpusobeno tim, Ze 1,3-DNG se mtiZe rozklddat pouze na I-
mononitroglycerin, zatimco 1,2-DNG miize produkovat bud’ 1-mononitroglycerin nebo 2-
mononitroglycerin podle toho, zda dojde k ataku na druhém nebo prvnim uhliku. Ukazalo se,
ze vétsina 1,2-DNG je odbouravéana na 2-MNG, coZ indikuje pfednostni atak na prvnim
uhliku v 1,2-DNG. Projevuje se tu rozdilnad selektivita ve srovndni s TNG, ktera je patrné
disledkem pusobeni riznych enzyml nebo disledkem rtiznych zplisobl vazby substratu na
enzym (White a kol., 1996). Schopnost bakterii vyuzZivat TNG jako zdroj uhliku je velmi
dobfe zndma (Binks a kol., 1996; Blehert a kol., 1999; Meng a kol., 1995; Snape a kol.,
1997). Ackoliv mnohé z téchto bakteridlnich kmeni jsou schopny odtrzeni jedné nebo dvou
nitroskupin za vzniku DNG a nasledné MNG (Obr.6.), pouze u rodu Rhodococcus byla
popsana schopnost degradovat MNG a dosdhnout tak kompletni mineralizace (Marshall a
White, 2000). Uplna mineralizace byla jiz dfive popsana pfi pouziti smiSenych bakterialnich

kultur (Accashiam a kol., 1998; Wendta kol., 1978)a hub (Zhang a kol., 1997).
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Obr.6. Biodegradace TNG (White a kol., 1996)

Rozpustnost RDX (42,3 mg.dm'3 ) a HMX (5 mg.dm'3) ve vodé je mnohem nizsi nez
nitroaromatik, obé latky jsou také pristupnéjsi fotolytické degradaci. (Binks a kol., 1995)
McCormick a kol., 1981 uvadi netecnost k aerobnim bakteriim s vyjimkou populace ziskané
z kontaminované pudy, ktera byla schopna vyuzivat RDX jako zdroj dusiku. Transformace
HMX témito organismy nebyla potvrzena. Zhao izoloval ze splaSkovych kalli bakterii
Klebsiella pneumonia, ktera byla schopna degradovat RDX na formaldehyd a metanol (Zhao
a kol., 2004).

1.4.2 Houby

V roce 1997 publikoval Scheibner a kol. (1997) rozsahlou studii o degradaci TNT

houbovymi kulturami, kdy sledoval degradacni schopnosti 91 kment riznych ekologickych i
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taxonomickych skupin. U vSech kmeni byla pozorovana schopnost redukéni pfemény TNT
na ADNT. Dal$i mineralizace byly schopny jen dievokazné houby a houby Zijici v odpadech,
které maji aktivni lignolyticky aparat. Basidiomycetes jsou jediné organismy schopné
kompletné degradovat lignin, jednu z nejstabilnéjSich aromatickych bioldtek na svété. Tyto
houby jsou schopny degradovat také 2,4-DNT, TNT a polychlorované fenoly (Teramoto a
kol., 2004a). Pii ndsledné degradaci aminoderivati byla prokdzdna ucast tzv. manganové
peroxidasy, patfici k enzymlm lignolytického aparatu, Michels a Gottschlak sledovali
degradaci TNT houbou bilé hniloby Phanerochaete chrisosporium s aktivnim lignolytickym
aparatem a popsali hromadéni hydroxylaminoderivatt, zejména v pocatcich degradace. Tyto
derivaty inhibovaly aktivitu ligninové peroxidasy, kterd se také ucastni mineralizace TNT
(Michels a Gottschlak,1995; Rieble a kol.,1994). Metabolismus 2,4 DNT byl studovan
zejména na pupecniku obecném (Hydrocotyle vulgaris). Degradace zalind redukci
nitroskupiny na aminoskupinu a pokracuje sérii reakci za pliisobeni peroxidas, chinonreduktas
a dioxygenas. Byla popséna i druha cesta degradace pfes hydroxylaci aromatického kruhu,
ktera byla katalyzovana cytochromem P450. Houby nejsou schopny oxidativné degradovat
slouceniny s tak vysokym ioniza¢nim potencidlem jako jsou nitroslouceniny a touto reakci
zieymé vytvareji struktury vhodné pro dalsi oxidaci (Teramoto a kol.,2004b).

Ke studiu metabolismu nitroglycerinu u hub byly pouZity napt. Phanerochaete
chrysosporium a Geotrichum candidum. U obou dochdzelo k tvorbé dinitroglycerinu a
mononitroglycerinu. V piipadé P.chysosporium byl nitroglycerin pfednostné odbouran (az
z 80 %) na 1,2-DNG a déle 2-MNG. Produktem metabolismu G.candidum byla smés 1-MNG
a 2-MNG. Konverze v obou piipadech probihala nezdvisle na pfidavku zdroje organického
dusiku a uhliku. U P. chrysosporium bylo zjisténo, Ze pfidavek zdroje organického uhliku
vyrazné napomahd pfeméné nitroglycerinu na 1,2-DNG a 2-MNG (Christodoulatos a kol.,

1997).
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1.4.3 V)yssi rostliny

1.4.3.1 P¥ijem a distribuce

Nitroslouceniny jsou v zivotnim prostfedi velmi persistentni, degradace obecné
probihd velmi pomalu, a to at’ abioticky nebo pomoci Zivych organismt. Rozpustnost TNT ve
vodé se pohybuje okolo 101,5 mg.dm™ pfi 25°C (Ro a kol., 1996). Pro stanoveni transportu
nitroaromatickych sloucenin ve spodni vodé jsou dilezité kromé rozpustnosti a disperse také
vazba na minerdlni a organické slozky pidy. Hodnoty sorpéniho koeficientu stanoveného
v modelovém systému ukdzaly jeho zdvislost na pH (pro sorpci na huminové kyseliny).
Studie dale ukazala, Ze vysoka koncentrace TNT snizuje sorpéni koeficienty a umoziuje tim
rychlej$i pronikani TNT pudou. Teoreticky model Haderleina a Schwarzenbacha (1995)
predpovida pevnou vazbu TNT na jilové cdstice vytvofenim elektronového komplexu
akceptor-donor. Wessmahr a kol. (1998) pfipisuji tomuto komplexu vytvofeni silné vazby
TNT na kiemicitany (Lewis a kol., 2004). Pfijem a degradace nitrosloucenin vys$Simi
rostlinami zdvisi na vlastnostech pidy, (mnozstvi organického uhliku), fyzikalné-chemickych
vlastnostech polutantu a vlastnostech rostlinného materidlu (Wenzel 1999). Déle pak na
biodostupnosti kontaminantu a mikrobidlni aktivit¢ v rhizosféfe. Exudaci nékterych
sekunddrnich metaboliti mohou rostliny stimulovat rust specifickych mikroorganismil
(Alkorta, 2001). Sung ve svém matematickém modelu popisuje chovani kontaminantt
v thizosfére, v kofenech a v nadzemnich ¢astech rostlin. K demonstraci svych vypocti pouzil
jako rostlinny material Sorghum halepense a jako polutanty TNT a chrysen (Sung, 2001).

Nitroslouceniny stejné jako jiné organické polutanty mohou byt transportovany do
riznych tkdni, mohou podstoupit Castenou nebo kompletni degradaci a nasledné byt
volatilizovany, nebo mohou byt transformovany na méné toxické slouc¢eniny a uskladnény ve
vakuoldch nebo zabudovany do bunéénych struktur (Singh a Jain, 2003). VétSina xenobiotik
je pfijimana spoleéné s vodou a distribuce probiha v xylému a ve floému. TNT byva
akumulovan v kofenech, RDX a HMX mohou byt transportovany i do nadzemnich Casti
(Pennington a Brannon, 2002). Thompson (1999) pouzilk pokusim hybridni topoly
péstované hydroponicky. Dle HPLC detekce a detekce radioaktivné znaceného RDX bylo
60 % RDX akumulovano v listech.

Bhadra a kol. (2001) studoval degradaci RDX (8 mg.dm‘S) a HMX (5 mg.dm'3 ) dvéma
systémy - vodni rostlinou stolistek vodni (Myriophyllum aquaticum) a ,hairy root* kulturou

barvinku razového (Catharanthus roseus). Stolistek HMX neakumuloval ani
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netransformoval, u barvinku byla pozorovdna jen minimdlni akumulace. RDX byl
