. Fakulta zemédélska  Jihodeska univerzita
. . a technologicka v Ceskych Budg&jovicich

Faculty of Agriculture University of South Bohemia
.. and Technology in Ceské Budé&jovice

JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH
BUDEJOVICICH
FAKULTA ZEMEDELSKA A TECHNOLOGICKA

Katedra potravinaiskych biotechnologii a kvality zeméd¢€lskych produktt

Bakalarska prace

Mikrobialni bioremediace perzistentnich organickych
polutant

Autorka prace: Jana Zackova
Vedouci prace: Ing. FrantiSek Lorenc, Ph.D.

Konzultant prace: doc. MVDr. Lucie Hasomiova, Ph.D.

Ceské Budgjovice
2024



Prohlaseni
Prohlasuji, Ze jsem autorem této kvalifika¢ni prace a ze jsem ji vypracoval(a) pouze

S pouzitim prament a literatury uvedenych v seznamu pouzitych zdroji.

V Ceskych Bud&jovicich dne.....cccccee. v



Abstrakt

Perzistentni organické polutanty (POPs) patii mezi nejvyznamngjsi kontaminanty
zivotniho prostiedi. Jejich spole¢nymi vlastnostmi jsou vysoka toxicita, schopnost
akumulace a persistence v Zivych organismech, coZ zptsobuje zavazna zdravotni
rizika. Mikrobialni bioremediace piedstavuje ucinné feSeni dekontaminace prostiedi
pomoci mikroorganismi, které mohou nékteré znecist'ujici latky vyuzivat jako zdroj
energie a uhliku. Cilem této bakalaiské prace je: a) poskytnout ucelené informace
o0 problematice POPs; b) popsat moznosti degradace nebo transformace POPs
v prostiedi promoci bioremedia¢nich technologii; c¢) charakterizovat nejvyuzivanéjsi
typy a konkrétni zastupce mikroorganismii vyuzivanych pro mikrobialni
bioremediace a popsat praktické ptipady uplatiiovéani téchto mikroorganisml v ramci
bioremediaci POPs. V zavéru prace byly diskutovany negativni dusledky znecisténi
zivotniho prostfedi a souvisejici moznosti vyuziti prostiedkti bioremediace

k odstranéni nebo zmirnéni jeho dopadi.

Kli¢ova slova: perzistentni organické polutanty, bioremediace, kontaminanty,

bioremediace, mikroorganismy, bakterie



Abstract

Persistent Organic Pollutants (POPs) are one of the most significant environmental
contaminants. Their common characteristics represent high toxicity and the ability
to accumulate and persist in living organisms, causing serious health risks. Microbial
bioremediation is an effective solution in environmental decontamination
via microorganisms, which can use some pollutants as a source of carbon and energy.
The bachelor's thesis aimed to (a) provide comprehensive information on POPs;
(b) describe the potential for degradation or transformation of POPs
via bioremediation technology; (c) characterize the most used types and specific
microorganisms used for microbial bioremediation and describe the practical cases
of applications of these microorganisms in the context of POPs bioremediation.
The last part of the thesis discussed the negative effects of environmental pollution
and the related possibilities of bioremediation applications to suppress the impacts

of pollution.

Klicova slova: persistent organic pollutants, bioremediation, contaminants,

microorganisms, bacteria
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1 Uvod

Postupujici urbanizace i rozvoj fady odvétvi primyslu, zemédélstvi nebo tézby vedly
v poslednich desetiletich k vyraznému zne€isténi zivotniho prostiedi. Globalni
industrializace vyustila ve vyrobu riiznych chemikalii v€etné barviv, pesticida, 1€k,
kosmetickych produktii a mnoha dalSich. V soucasné dobé je ekosystém Zemé
neustale znecistovan riznymi kontaminujicimi latkami, mezi kterymi jsou
nejrizikovejsi perzistentni organické polutanty (POPs, Persistentorganic pollutants)
(Karthigadevi et al., 2021).

POPs jsou skupinou zneéist'ujicich latek, které v poslednich letech piedstavuji
celosvétovy problém. Kontaminace témito polutanty zplsobuje nerovnovahu
v ekologickych systémech a ohrozuje integritu Zivotniho prostfedi a zdravi Zivych
organismi. Perzistentnim organickym polutantim se dostalo velké pozornosti,
zejména kvuli jejich vysoké toxicité, schopnosti akumulovat se v riznych slozkach
zivotniho prostfedi a mnohdy jejich obtiznému odstraiiovani. Jiz béhem 80. a 90. let
20. stoleti let n¢které studie poukéazaly na vazné dopady na vodni ekosystém, otravy
zvifat, reproduk¢éni dysfunkce, imunotoxicitu atd. (Arslan et al., 2015; Alharbi
etal., 2018).

Mezi POPs se tadi nékteré pesticidy (zejména ty organochlorové), pramyslové
chemikélie (polychlorované bifenyly, polycyklické aromatické uhlovodiky)
a vedlejSi produkty prumyslovych procesu (dioxiny a furany) (Nagag et al., 2023).

V disledku téchto znepokojivych dopadl na Zivotni prostfedi a zdravi zivych
organismi byla sepsana v roce 2001 tzv. Stockholmska Umluva pod zastitou
organizace spojenych narodt o perzistentnich organickych polutantech (POPs),
aby se snizila, a nakonec eliminovala vyroba a pouzivani téchto perzistentnich
sloucenin (Arslan et al., 2015; Fiedler et al. 2019).

Mikrobidlni bioremediace piedstavuje jednu z nejuspornéjSich a ekologicky
nejptiznivéjSich biotechnologickych inovaci. V dnesni dobé jsou bioremediacni
techniky bézné¢ pouzivanou metodou k dekontaminaci prostfedi zamoteném
toxickymi latkami. Mikroorganismy jsou rozSifeny v celé biosféfe zejména proto,
7ze dokazou riast v Siroké Skale environmentalnich podminek a maji schopnost
rozkladat organické kontaminujici latky tim, Ze je vyuZivaji jako zdroj uhliku
a energie (Uquab et al., 2016; Abatent et al., 2017).




2 Perzistentni organické polutanty

Perzistentni organické polutanty jsou bézné rozsifené kontaminanty ruznych slozek
zivotnitho prostiedi. Tyto latky vznikaji piedev§im antropogenni cinnosti
a maji potencial vyznamné kontaminovat jednotlivé organismy i celé potravni
fetézce prakticky kdekoli na Zemi, bez ohledu na misto jejich vstupu do ekosystému
(Ozkara et al., 2016; Kopacek et al, 2020). Ackoli je tada zemi
(Ceské republika, Albédnie, Australie, Rakousko, Kanada, Ghana, Island, Svédsko,
Vietnam a mnoho dalSich) jiz pied 20 lety vyfadila z obéhu pouzivani, kvuli své
persistenci pretrvavaji v zivotni prostiedi dodnes (Pariatambi a Kee, 2016). Navic
byly nalezeny na mistech lidskou cinnosti zdanlivé nedotéenych, jako jsou
napf. oblasti za polarnim kruhem, v Gronsku, sedimenty vysokohorskych jezer atd.
Disledkem vyskytu v téchto chladnych oblastech je tzv. globalni destilacni efekt,
kdy se v teplejSich oblastech POPs snadno odpaii do atmosféry a naslednou
kondenzaci je latka deponovana dale od zdroje vstupu (Kopacek et al., 2020).

Vétsinu POPs tvofi organohalogenované slouceniny se silnou vazbou mezi
uhlikem a halogenem, ktera je ¢ini velmi odolnymi vii¢i fotolyze a biodegradaci
(Velisek a Hajslova, 2009; Guo et al., 2019). Znepokojujici je rovnéz fakt, ze tyto
latky jsou schopny prochazet fosfolipidovou membranou a akumulovat se v tukové
tkani zivych organismd. Tim se dostavaji do potravniho fetézce, pfiCemz negativngé
ovliviluji ~ zdravi  zasaZzenych jedinch a fungovani celého ekosystému
(Velisek a HajSlova, 2009; Velisek et al., 2014).

Od pocatku 21. stoleti zesilily snahy o kontrolu produkce Skodlivin, které
vyustily ve zminovanou Stockholmskou Umluvu o perzistentnich organickych
polutantech. Diky G¢innému regula¢nimu mechanismu, jeZ Stockholmska umluva
piedstavuje, se dafi koncentrace perzistentnich organickych polutant sniZovat

(Tsygankov, 2023; Kopacek et al., 2020).

2.1 Rozdéleni a charakteristika vybranych POPs Stockholmské imluvy
Perzistentni organické polutanty mohou byt rozdéleny do tii skupin (Wang
etal., 2022):

1) pesticidy (zejména organochlorové);

2) prumyslové chemikalie;

3) nezadouci vedlejsi produkty.




Rozdéleni perzistentnich organickych polutanti Stockholmské uUmluvy je

uvedeno v tabulce 2.1.

Tabulka 2.1.: Rozdéleni perzistentnich organickych polutanti Stockholmské amluvy (Wang
et al., 2022)

Rok zaiazeni Chemikalie Pouziti Piilohy
2001 Aldrin, chlordan, dieldrin, endrin, P A
heptachlor, mirex, toxafen
DDT P B
Hexachlorbenzen P A+C
PCBs PCH A+C
PCDDs + PCDFs VP C
2009 HCH, lindan, chlordecon P A
PFQOS, PFOSF, POSF PCH+P B
2011 Endosulfan P A
2013 HBCD/HBCDD PCH A
2015 PCP PCH+P A
PCN PCH A+C
HCBD PCH A
2017 HCBD PCH C
SCCP PCH A
2019 Dicofol P A
PFOA PCH A

P = pesticidy; PCH = pramyslové chemikalie; VP = vedlejsi produkt; Pfiloha A = eliminace; Pfiloha
B = omezeni; Pfiloha C = Neumyslnd vyroba; DDT = dichlordifenyltrichloretan; PCBs =
polychlorované bifenyly; PCDDs = polychlorované dibenzodioxyny; PCDFs = polychlorované

dibenzofurany; HCH = hexachlorciklohexan; PFOS = perfluorooktansulfonat; PFOSF

perfluorooctanesulfonyl  fluorid; POSF = perfluorooctanesulfonyl  fluorid; HBCD

hexabromcyklododekan; PCP = fencyklidin, PCN = polychlorovany naftalen; HCBD
hexachlorbutadien; SCCP = chlorované parafiny s kratkym fetézcem; PFOA = Kkyselina

perfluoroktanova.




2.1.1 Pesticidy

Pesticidem se podle definice FAO (Food and Agricultural Organization) rozumi
jakakoliv latka nebo smeés latek z chemickych nebo biologickych slozek urcena
k odpuzovéni, ni¢eni nebo potlatovani jakéhokoliv Skodlivého organismu nebo
k regulaci rastu rostlin.

Vzhledem K jejich casto velmi slozité chemické struktuie se pro lepsi
komunikaci oznacuji trividlnimi nazvy. Dand uc¢inna latka mutze byt v ptipravku
obsazena sama, nebo muze byt ve smési v kombinaci s dal§imi a¢innymi latkami —
kuptikladu v herbicidu s nazvem Mustang jsou ve smési obsazeny 3 ucinné latky
(kyselina dichlorfenoxyoctova, aminopyralid a florasulam). Tabulka 2.2. uvadi
tradi¢ni Klasifikaci pesticidi podle cilového Skodlivého organismu, na ktery pusobi
(Babicka, 2017).

Tabulka 2.2.: Klasifikace pesticidi podle cilovych $kodlivych organismi (pfevzato z VeliSek
a Hajslova, 2009)

Cilovy Skodlivy Cilovy Skodlivy
Skupina pesticidi Skupina pesticidi
Cinitel ¢initel
akaricidy roztoci ovicidy vajicka hmyzu
algicidy fasy larvicidy larvy hmyzu
dospély hmyz
avicidy ptéci adulticidy ] pely iy
(imago)
baktericidy bakterie molluskocidy mékkysi
o plisné a cizopasné o
fungicidy nematicidy cervi
houby
herbicidy plevelné rostliny rodenticidy hlodavci
insekticidy hmyz virucidy viry

Jiz v pocatcich zeméd€lstvi se lidé snazili nalézat strategie, jak své plodiny ochranit
proti Skiidcim a chorobam. Velkym podnétem k nalezeni zplsobi, jak piekonat
problémy zpiisobené $kiidci a chorobami, bylo nepochybné minimalizovat ztraty jimi
zpisobené, které 1 dnes Cini 35 az 40 % u vSech potencidlné potravinaiskych
a pfadnych plodin (Unsworth, 2010).

oy ee

kdy lidé wvyuzivali  slou¢enin siry kregulaci hmyzu a  roztoCl

(Unsworth, 2010; Abrol a Shankar, 2012). Citané, kupiikladu, pouzivali slou¢eniny
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arsenu pro ochranu plodin béhem vegetace (Velisek a Hajslova, 2009). Zajimavosti
je aplikace koute proti plisnim a snéti kolem roku 950 pt. n.1., kdy bylo principem
spalit nékteré materialy typu slama, hndj, ryby, rohy zvifat atd. tak, aby se
zapachajici kouf rozptylil po vSech plodinach (Unsworth, 2010; Abrol a Shankar,
2012). Velkou roli take sehravaly rostlinné pesticidy z fad alkaloidd, typicky nikotin
a anabasin nachézejici se v extraktech z kotent a listi tabaku. Mezi lety 1750-1880
byly objeveny dva vyznamné insekticidy — pyrethrum, ktery se ziskava ze suSenych
kvétad bylin rodu Pyrethrum z celedi Asperaceae a rotenon, nachazejici se
napt. v kofenech liany Derriselliptica z ¢eleni Fabaceae (Unsworth 2010; Abrol
a Shankar, 2012).

Chemické experimenty provadéné od druhé poloviny 19. stoleti umoznily
vyvinout efektivnéjsi pesticidy, mezi které se fadi napt. insekticid arsenitan méd’naty
neboli tzv. patizska zeleni objevena roku 1867 (Ozkara et al., 2016). Déle byla roku
1886 objevena ve Francii tzv. bordeauxska jicha, ktera nasla své uplatnéni v prevenci
proti plisiovym onemocnénim vinné révy a brambor (VeliSek a Hajslova, 2009).

Rust syntetickych pesticidi se zrychlil ve 40. letech 20. stoleti objevem uéinkt
DDT (dichlordifenyltrichlorethan). Dostupnost DDT pro zemédé€lské pouziti
pocinaje rokem 1945 oteviela novou éru ochrany proti Skiidciim, coz vedlo nejen
k jeho rozsahlému pouzivani, ale také k vyvoji fady dalSich syntetickych
organickych insekticidli (napft. aldrin, BHC, endrin, parathion, aj.). Spolecnosti bylo
DDT upfednostiiovano zejména pro svou Sirokospektralni aktivitu, nizkou cenu
a dostupnost. Na jeho negativni G¢inky prakticky ve vSech slozkach globalniho
ekosystému upozornila jiz cca 20 let od zacatku jeho pouzivani Rachel Carsonova.
Vydani jeji knihy Silent Spring roku 1962 vedlo k vypracovani koncepce integrované
ochrany proti $kidcim (Ozkara et al., 2016). Piesto, ze bylo DDT
a ptibuzné latky zakazany jiz pted vice nez 40 lety, jejich rezidua jsou prokazovana
jeste dnes (Chattopadhyay a Chattopadhyay, 2015). Vyjimkou ze zdkazu je pouZiti
DDT ke kontrole vektord vaznych onemocnéni, zejména malarie, kterou
Stockholmska dohoda umoznuje (Hasonova et al., 2019).

Krom¢ zékladniho rozdéleni existuji dalSi zplsoby klasifikace, napt. podle
zpisobu ucinku. Dle tohoto ¢lenéni se pesticidy rozd€luji na nesystémové,
kdy ucinnéd latka nepronikd do cévnich svazkii rostliny — ke Skidci se dostane
piimym kontaktem skrz jeho pokozku a systémové pesticidy, které¢ ucinné pronikaji

do rostlinnych tkani a pohybuji se cévnim svazkem (YYavad a Devi, 2017).
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Na zédkladé chemického slozeni jsou pesticidy klasifikovany do ctyt hlavnich
skupin: organochlorové slouceniny, organofosforové slouceniny, karbamaty
a pyrethroidy (Rathore a Nollet, 2012; Kaur et al., 2019). V tabulce 2.3. jsou

uvedeny piiklady pesticidii rozdélenych na zéklad¢ chemického slozeni.

Tabulka 2.3.: Zakladni rozdéleni pesticidi podle chemického sloZeni (Kaur et al., 2019)

Piiklady pesticidi reprezentujicich
Skupina pesticidi )

danou skupinu

DDT, aldrin, dieldrin, endrin, chlordan,
Organochlorové chlordekon, heptachlor, lindan, mirex,
(soucasti Stockholmské iimluvy) endosulfan, Toxafen, f3 -

hexachlorcyklohexan
Organofosforové malathion, dichlorvos, chlorpyrifos, ethion
Karbamaty fenoxykarb, propoxur, methiocarb

) fluvalinat, bifenthrin, lambda —

Pyrethroidy )

cyhalothrin
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Tabulka 2.4.: Perzistence organochlorovych pesticidi (Jayaraj, 2016)

Organochlorovy ) Perzistence v Zivotni
o Strukturni vzorec
pesticid prostiedi/polo¢as rozpadu
Cl v Cl
DDT Vysoka perzistence / 2-15 let
Cl Cl
Cl ClCI
Aldrin 7 Stredni perzistence / 4-7 let
Cl
cl CI
Cl Sl a i .
Chlordan Vysoka perzistence / 10 let
Cl cl ¢

Dieldrin Vysoka perzistence / 9 mésicti
Endrin Stiedni perzistence / 1 den aZz 12 let
Heptachlor Vysoké perzistence / 2 roky
Cl
Cl Cl
Hexachlorbenzen Vysoka perzistence / 36 let
Cl Cl
Cl
Mirex Vysoka perzistence / 10 let
Toxafen s Stredni perzistence / 11 let

Vzhledem K jejich piibuzné chemické strukture, kde je chlorem substituovana
a afaticka sloucenina nebo aromatické jadro, vykazuji podobné vlastnosti, jako je jiz
zminéna vysoka perzistence (tabulka 2.4.), nizka polarita a nizka rozpustnost ve vodé
(Jayaraj, 2016). Naopak jejich vysoka lipofilita mtize i pii nizkych Grovnich expozice
zpusobit z&vazné zdravotni problémy, protoZe se akumuluji v tukovych cCastech
lidského téla (Shi, 2020).

Biologicky ucinek organochlorovych pesticidi spoéiva v jejich navazani

na specifickd cilovad mista zasazenych organismii, véetné vazby a blokovani GABA
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receptort sodikovych kanali v mozku. Vazbou na tato mista naruuji normalni
fungovani nervového systému, coz vede k nadmérné stimulaci nebo inhibici
nervovych vzruchd. Navic mohou také zasahovat do normalni funkce endokrinniho
systému tim, ze naruSuji tvorbu, uvoliiovani, transport a metabolismus hormont
(Brennan, 2023).

Mezi nejsledovanéjsi organochlorové pesticidy ze Stockholmské imluvy patii
napft., endosulfan, chlordekon, hexachlorcyklohexan, mirex a dalsi.

Endosulfan je insekticid nalezici do tfidy cyklodienti, konkrétné se jedna
o cyklicky ester kyseliny sirové. Navzdory svym znepokojivym toxickym ucinkiim
na lidské zdravi a Zivotni prostiedi je endosulfan stale jednim z nejrozsifengjSich
zemédélskych pesticidt (pfevazné v rozvojovych zemich), zejména diky své vysoké
ucinnosti, nizké cen¢ a stabilité v prostiedi. Komercné vyrabény endosulfan se sklada
ze dvou izomerid a — endosulfanu a § — endosulfanu (Jha a Paul., 2020; Sharma et al.,
2022). Absorpce endosulfanu miize nastat pozitim, inhalaci, kontaktem s kizi nebo
transplacentarni cestou (Menezes et al., 2017). Expozice endosulfanu je spojena
s celou tfadou zdravotnich komplikaci, méni normalni fungovani téméi kazdého
organu lidského téla prostiednictvim riznych mechanismli od indukce enzymt,
hormonalni nerovnovahy a zménéné genové regulace az po naruSeni endokrinniho
systému (Nair et al., 2023; Sultan et al., 2023).

Stejné vlastnosti tykajici se lidského zdravi vykazuji i hexachlorcyklohexany
(Sultan et al., 2023). Technicky hexachlorcyklohexan (t-HCH) je Sirokospektralni
pesticid, ktery zptsobil zavaznou globalni kontaminaci zivotniho prostiedi. Aplikuje
se jako technickd smés obsahujici a-HCH, B-HCH, y-HCH, 6-HCH, &-HCH
stereoizomery, avSak pouze gama izomer, ozna¢ovan jako lindan, nese insekticidni
vlastnosti (Papachio et al., 2023; Srivastava et al., 2023). Vzhledem k tomu, Ze 1 tuna
vyroby lindanu produkuje kolem 9 tun odpadu obsahujiciho komplexni smés dalSich
izomert, je zpisobena vaznd kontaminace Zivotniho prostfedi. Na zéklad¢ této miry
produkce se odhaduje, ze na celém svété existuje asi 4,8 milionu tun odpadu
z vyroby HCH (Srivastava et al., 2023).

Chlordekon je insekticid, ktery se diive vyrabél v USA pod obchodnim nazvem
Kepone. Jednim z hlavnich pouziti chlordekonu byla regulace skiidce populace
zavijeCe bananového (Cosmopolites Sordidus) na kavovniku, bananovniku
a citrusovych stromut (Asifa a Chitra, 2019; Méndez-Fernandez et al., 2018; Moreau

et al., 2022). Toxicita chlordekonu byla poprvé rozpoznana v 70. letech minulého
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stoleti po nadmérné expozici pracovnikid v tovarné na vyrobu chlordekonu
v Hopewellu ve Spojenych statech. Takova expozice méla za nasledek nékolik
zdravotnich poruch zahrnujicich poruchy centralniho nervového systému (napf. ties
koncetin), reproduk¢éniho systému (napt. snizend produkce spermii), hepatotoxicitu

aj. (Emond a Multigner, 2022; Moreau et al., 2022).

2.1.2 Polychlorované bifenyly

Nejvyznamnéjsi z primyslovych chemikalii jsou polychlorované bifenyly (PCB),
které patii celosvétové k nejvice sledovanym POPs. PCB predstavuji skupinku
organohalogenovych latek, u kterych je v bifenylovém jadfe nahrazeno nékolik
atomu uhliku chlorem. PCB se ziskavaji z ropy a dehtu, ze kterych se extrahuje
benzen a nasledné se pfeméni na Dbifenyl, ten je dale chlorovan
na polychlorovany bifenyl. Teoreticky 1ze odvodit 209 kongenert (izomert), liSicich
se urovni chlorace a pozici substituentti, z nichZ bylo cca 130 komeréné vyuZivano
(Su et al. 2023, 2020; Reddy et al., 2019).

Diky svym fyzikéalné-chemickym vlastnostem, jako jsou napf. teplotni odolnost,
nehoflavost, chemicka stabilita a nizka tékavost, mély Siroké pole pusobnosti
v primyslové produkci, kdy se pouzivaly napt. v chladicich systémech,
v transformatorech a kondenzétorech (ve kterych se nachazi dodnes), jako bé&zné
aditivum barev, lepidel, plastt ¢i pesticidi (Petrlik a Valek, 2018).

Manipulaci s PCB nebyla vyrobci ani uzivateli vénovana nalezitd pozornost,
zejména pro jejich nizkou akutni toxicitu (Velisek a Hajslova, 2009). Ptiblizné
od 30. let 20. stoleti zapocala vyroba po celém svéteé, nicméné az v 60. letech se
zacaly objevovat prvni naznaky kontaminace v potravnich fetézcich a bioakumulace
Vv zivych organismech, béhem kterych doslo k silnym kontaminacim mnoha ptidnich
a vodnich biotopu (Kopacek a kol., 2020). Celosvétova produkce PCB v letech 1930
az 1993 cinila pfiblizn¢ 1,3 miliont tun. Prestoze vyroba a pouzivani PCB byla
ve veétsin€ zemi koncem 70. a zaCatkem 80. let zakazana, stidle se pomalu
a nepretrzité uvolnuji ze starych zafizeni a sklddek odpadu do zivotniho prostiedi
(Zhu et al., 2022).

Polychlorované bifenyly piedstavuji pro c¢lovéka zdravotni riziko a jsou
u lidi stile bézné detekovany. Clovék miize byt vystaven kontaminujicim PCB
primarné tfemi ruznymi cestami — poZitim kontaminované potraviny, vdechnutim
a derméalnim kontaktem (ldowu et al.,, 2023; Ododo et al., 2019; Othman
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et al., 2022). Hlavnim zdrojem PCB v potravé jsou zejména tu¢né ryby, jako jsou
losos, sled’, sardinky, tuniak, ancovicky atd. pochézejici z kontaminovanych vodnich
ploch,

ale také dalSi tu¢né potraviny, jako jsou napf. mlééné vyrobky nebo vejce
(Idowu et al., 2023; Ododo et al., 2019). Zatimco u dospélych piedstavuje hlavni
cestu expozice konzumace kontaminované stravy, inhalace piedstavuje dvakrat vyssi
riziko karcinogenity, zejména u déti (Othman et al., 2022). V roce 2015 zafadila
Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC) PCB do skupiny 1 (latky
karcinogenni pro c¢loveka), ¢imz bylo jesté vice poukazano na jejich Skodlivost
(Othman et al., 2022; IARC, 2024). Vzhledem k jejich vysoce lipofilni povaze
mohou byt PCB absorbovany kontaktem kiize s kontaminovanym vybavenim, vodou
nebo ptidou (Ododo et al., 2019). Inhalaci PCB je také vénovana velkd pozornost,
zejména u osob Zijicich nebo pracujicich v kontaminovanych budovéach nebo
v blizkosti sklddek (Idowu, 2023; Ododo, 2019). Polychlorovanym bifenylim mtize
byt vystaven i plod ¢i novorozenec, kdy se uvolituji PCB v téle matky pies placentu
az ke tkdnim plodu, nebo po narozeni prostfednictvim matefského mléka
(Rovira, 2022; Ododo, 2019).

Na metabolismu jednotlivych kongeneri PCB se podili jeden z nejznaméjsich
mikrozomalnich enzymii (zejména jaterni enzymy, ucastnici se metabolismu
a detoxikace fady latek vcéetné 1ékti) cytochrom P 450, diky kterému se PCB
biotransformuje a eliminuje na vodorozpustnéjsi derivaty. Obecné plati,
Ze kongenery s mendim poétem atomi chloru se metabolizuji rychle a kongenery s 4-
10 atomy chloru jsou viué¢i metabolismu odolnéjsi (Grimm et al., 2015; Idowu et al.,
2023; Ododo et al., 2019). Proto maji vysoce chlorované kongenery tendenci
dlouhodobé zistavat v lipofilnich tkanich téla jako jsou jatra, plice, ledviny atd.
(Ododo et al., 2019).

2.1.3 PCDD a PCDF

K dalsim, nemén¢ zavaznym environmentalnim kontaminantim  uvedenym
ve Stockholmské umluvé se fadi polychlorované dibenzo-p-dioxiny (PCDD)
a polychlorované dibenzofurany (PCDF), které nebyly nikdy umysIné vyrabény.
PCDD/PCDF mohou byt uvoliiovany v fadé ptirodnich procest, jako jsou sopecné
erupce a lesni pozary, ale jejich pifitomnost v zivotnim prostiedi je zplsobena

zejména emisemi pramyslovych procest, jako je spalovani nebezpecnych,
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komundlnich a zdravotnickych odpadii, cementarny, béleni chloru papirenské
buni¢iny atd. (Fiedler, 2016).

Vzhledem k tomu, Ze postradaji n&jaké praktické vyuziti, fadi se do kategorie
tzv. nezadoucich vedlejSich produkta. PCDD a PCDF maji podobné chemické
vlastnosti, jelikoZ se kazda sloucenina sklada ze dvou benzenovych jader, které jsou
na sobé navazany pomoci atomt kysliku. U PCDD spojuji benzenova jadra dva
kyslikové mustky a v ptfipadé PCDF spojuji benzenova jadra uhlikova vazba
a kyslikovy mustek. Obsahuji Ctyii az osm atomu chloru, pfipojenych k atomim
uhliku na pozici 1 aZ 4 a déle na pozicich 6 az 9 (obrdzek 2.1.). V soucasné dob¢ lze
teoreticky odvodit celkem 210 kongenerit PCDD a PCDF, které se skladaji ze 75
PCDD a 135 PCDF (Zain, 2022; Hernandes, 2020). Celkem 17 nejtoxictéjsich
kongenert ma izomery s chlorem v pozici 2, 3, 7 a 8. Z téchto kongeneru byl jako
nejtoxi¢tejsi sloucenina popsan 2,3,7,8-TCDD, ktery byl Mezinarodni agenturou pro
vyzkum rakoviny (IARC) klasifikovan do skupiny 1, tedy jako karcinogenni pro
Cloveka (IARC, 2024). PCDD/PCDF jsou netmyslné vyrabény rlznymi procesy
v disledku pusobeni tepla (napi. spalovanim) na organické slouceniny obsahujici

chlor (Zain, 2021).

Obréazek 2.1: Strukturni vzorec PCDD a PCDF (ifst. org, 2020)

9 o 1 9 1
8 @ i@ : : /jL O 2
7 3 78/ \ 3
o B
Cly Cly e, 8 Cly

PCDDs PCDFs

PCDDS = polychlorované dibenzodioxiny; PCDFs = polychlorované dibenzofurany

PCDD a PCDF se vyznacuji bioakumulaci, vysokou toxicitou a dlouhym polo¢asem
rozpadu v zivotnim prostiedi. Kromé perzistence, chemické stability, znacné
lipofility a dalSich vlastnosti, jsou také charakterizovany vysokou mirou akutni
1 chronické toxicity jiz ve stopovych mnozstvich (VeliSek et al., 2014; Kopacek
et al., 2020). Kvuli své lipofilit¢ se dioxiny vyskytuji v produktech Zivoc¢isného
puvodu, jako je dribez, ryby, maso, mléko a vejce. Potraviny obsahujici dioxiny

ptedstavuji pro lidi hlavni zdroj expozice, ¢inici asi 95 % z celkové expozice,

wevr
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2021). Lidé mohou byt také vystaveni témto znecistujicim latkam prostiednictvim
kontaminované¢ho ovzdus$i. Obecné plati, Ze inhala¢ni expozice PCDD/PCDF tvoii
malou c¢ast celkové expozice (méné nez 5 % z denniho pifijmu z potravy), nicméné
v blizkosti pramyslovych a méstskych oblasti, stejné tak i oblasti v blizkosti hlavnich
zdroji, mize dosahnout az nékolikanasobné vyssi expozice (vice nez 25 %
potenciélni denni davky) (Zain, 2021).

Nejcitlivéjsi skupinou je bezesporu vyvijeci se plod a novorozenci, zejména
ti, ktefi jsou vystaveni vysokému mnozstvi dioxinii prostfednictvim matefského
mléka (Marinkovi¢ et al., 2010; Peivasteh — roudsari et al., 2023). N¢kteti lidé jsou
vystaveni vy$S§imu mmnozstvi dioxind, nez je TDI (z aj. tolerable day intake),
kvili svym specifickym stravovacim navykiim (napf. Casti konzumenti motskych
plodi, jako jsou Inuité) nebo povolani (pracovnici v priimyslu vyrabéjici pesticidy
nebo spalovny nebezpe¢ného odpadu) (Marinkovi¢ et al., 2010). Pii kratkodobé
expozici vysokym hladinam PCDD a PCDF dochazi k poSkozeni funkce jater
a ktzv. chlorakné, které je charakterizovano jako chronické zanétlivé onemocnéni
ktze projevujici se 1ézemi, cystami, pupinky, ¢ernymi teckami na kizi. Nejcastéji se
objevuje v obli¢eji, ale v piipadé zavazné otravy, pokracuje na ramena, zada, hrudnik
a bficho. Dlouhodoba expozice je spojena s poruchami nervoveho, imunitniho,
reproduk¢niho a endokrinniho systému (Marinkovi¢ et al., 2010; Peivasteh — roudsari
etal., 2023).
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3 Bioremediace

Bioremediace Ize definovat jako proces, pfi némz jsou kontaminanty Zzivotniho
prostiedi biologicky degradovany do méné toxickych forem nebo na tirovné niZzsi,
nez jsou koncentracni limity stanovené regulacnimi organy (Abatenh et al., 2017,
Lorenzo, 2016). Obecné jsou mikroorganismy vhodné pro rozklad kontaminujicich
latek, jelikoZ jim jejich enzymy umoziuji vyuzivat kontaminanty zivotniho prostfedi
jako zdroj své potravy. Kontaminujici latky jsou pfeménény pomoci mikroorganismu
reakcemi, které probihaji jako soucast jejich metabolickych procesi
(Saxena et al., 2021; Singh et al., 2017).

Vzhledem k tomu, ze mlze byt bioremediace uc¢inna pouze tam, kde podminky
prostiedi umoziuji mikrobidlni rlst a aktivitu, jeji pouZiti ¢asto zahrnuje manipulaci
s environmentalnimi parametry, aby mohly mikrobialni rust a degradace probihat
rychlejSim tempem (Abatenh et al., 2017; Bala et al., 2022). Ackoli hraji
mikroorganismy Vv bioremediaci velkou roli, vétSinou se jedna o spolupraci mnoha
dal§ich organismli. Bioremedia¢ni technologie je vprvni fadé zaloZena
na biologickém rozkladu, ktery odkazuje na Uplné nebo ¢asteéné odstranéni
toxickych znecistujicich latek, na neSkodné nebo piirozené se vyskytujici
slouceniny, jako je napiiklad oxid uhli¢ity, voda, anorganické slouceniny, které jsou
bezpecné pro lidsky, zivocisny, rostlinny a vodni zivot (Abatenh et al., 2017 ;
Akhtar et al., 2021). Bioremediace vyuZivané k odstranéni perzistentnich
organickych polutantti 1ze kategorizovat podle typu aplikace jako bioremediace in
situ a ex situ (Akhtar et al., 2021; Silva et al., 2020).

Proces, pii kterém se kontaminovany material zpracovava na jeho pivodnim
misté za prirozenych podminek prostiedi, se nazyva in situ bioremediace a proces ex
situ bioremediace zahrnuje odstranéni kontaminantd mimo misto jejich pfirozeného
vyskytu, napi. v laboratornich podminkach (Singh et al., 2017; Saxena et al., 2021).

Bioremediace in situ je udrzitelnéj$i, nékladové efektivnéjsi a ekologictéjsi
technika pro bioremediaci kontaminovanych oblasti, aviak v ptipadé bioremediace
ex situ jsou naklady obecné vyssi kvuli tézbé a piepraveé kontaminovanych materiala.
Existuji také rozdily v rychlostech biologického rozkladu a jednotnosti procesti obou
bioremediaci, nicméné tyto metody do znatné miry =zavisi mimo jiné

na metabolickém potencialu mikroorganismt (Akhtar, 2021).
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3.1 Remediace in situ

Jednou ze zakladnich bioremediacnich technik je biostimulace. Biostimulace obecné
je reakce vyvolana urcitym environmentalnim faktorem, ktery zptsobuje zménu
metabolickych procesti tak, Zze dany organismus provadi UGpravy vedouci
k u¢innéj§imu vyuzivani zdroji zivotniho prostfedi (Juarez — Maldonado, 2016;
Sanchez — Mata et al, 2023). Prakticky se tato metoda opira o aplikaci specifickych
Zivin, které stimuluji aktivitu pfirozené se vyskytujicich nebo ptvodnich
mikroorganismti degradujicich polutanty do dané¢ho mista, napf. pidy, podzemni
vody atd. (Lawniczaket al., 2020; Silva et al., 2020). MuzZe se jednat napf. o dodani
hnojiv, rastovych dopliikii nebo poskytnuti dal§ich komponentti ¢i podminek
tykajicich se Zivotniho prostfedi, které urychli jejich metabolismus (pH, kyslik)
(Abatenh et al., 2017). Pti dlouhodobé&jsich omezenich zplisobenych nevyvazenym
pomérem C:P:N, byt i maly nedostatek P, mize vést k vyrazné niz$i rychlosti
biologického rozkladu, coz lze vytesit napf. pfidanim béznych hnojiv obsahujici
dusik a fosfor (Lawniczaket al., 2020).

Jeden z dalSich mechanismt bioremediace in situ je bioaugmentace, tedy
metoda, pii které se do kontaminovaného prostiedi inokuluji (naockuji) mikrobialni
spoleCenstva nebo jednotlivé kmeny mikroorganismi degradujici polutanty
(Raffa a Chiampo, 2021; Abatenth et al.,, 2017). Posileni mikrobiomu
kontaminovaného mista nejen zvysi eliminaci polutanta z konkrétniho mista,
ale zaroven zvysi genetickou kapacitu pozadovaného mista za uCelem zvySeni
biodegrada¢ni schopnosti ptuvodnich mikrobialnich populaci v dané kontaminované
oblasti (Raffa a Chiampo, 2021; Abatenth et al., 2017). Schopnosti pivodnich druht
nemusi byt dostatecné efektivni k tomu, aby rozlozily ur¢ité slouceniny, a proto
mohou byt pro usnadnéni jejich degradace téchto sloucenin geneticky modifikovany
pomoci genetickych manipulaci. Geneticky upravené mikroorganismy vseobecné
rozkladaji polutanty rychleji nez piirodni druhy a mimojiné také vysoce konkuruji
puvodnim druhim, predatoriim a riznym abiotickym faktorim (Abatenh et al., 2017,
Goswami, 2018).

Jako bioventing se oznaCuje technika zahrnuji fizenou stimulaci proudéni
vzduchu dodévanim kysliku do nenasycené (vadozni) zény za Ucelem zvySeni
aktivity pivodnich mikroorganismii pii bioremediaci (Maitra, 2018; Sharma, 2019).

Bioventing vyuziva nizké rychlosti proudéni vzduchu, aby poskytl pouze dostatek
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kysliku k udrzeni mikrobidlni aktivity. Je mozné ho realizovat v aktivnim nebo
pasivnim rezimu, s ohledem na provzdusiovani. V prvnim piipad¢ je vzduch aktivné
vhanén do pidy dmychadlem, zatimco u druhého, pasivniho zpusobu, dochazi
k vyméné plynt pies ventilani vrty pouze vlivem atmosferického tlaku
(Raffa a Chiampo, 2021; Smith et al., 2023). Tabulka 3.1. uvadi vyhody a nevyhody

in situ bioremediace.

Tabulka 3.1.: Vyhody a nevyhody in situ bioremediace (Goswami et al., 2018; Taigy et al., 2021;
Kumar et al., 2018.)

In situ bioremediace

Metoda Vyhody Nevyhody
e Probiha na ptivodnim ¢ Dlouhy proces.
Biostimulace misté kontaminace. e Té&zko kontrolovatelna.

* Nikladove efektivni. o Neékteré kontaminanty nemusi byt

e Setrna k Zivotnimu zcela odbhouratelné.
. rostiedi . . _
Bioaugmentace P e Zavislost na environmentalnich
faktorech.

e V prub&hu biotransformace mohou

. . vznikat meziprodukty toxi¢téjsi nez
Bioventing P Y L

puvodni kontaminanty.

3.2 Bioremediace ex situ

Jednou z nejjednodussich technik ex situ bioremediace je landfarming. Landfarming
je metoda spocivajici v zaclenéni kontaminované puady, sedimenti nebo kall
na povrch ¢isté pudy. Pravidelnym obdélavanim ¢i orani se kontaminovana puda
provzdusnuje a podporuji se tim 1 biodegradatni schopnosti piirozené se
vyskytujicich mikroorganismi. Pokud nativni mikrobialni populaci chybi degrada¢ni
potencidl, zahrne se biostimulace a/nebo biocaugmentace, aby se zvySila efektivita
procesu (Arora 2012; Azubuike et al., 2016). Ve vétsing piipadi je povazovana za ex
situ bioremediace, nicmén¢ miize byt uskuteciiovana i jako in situ bioremediace.
Dtlezitou roli v tom, zda bude ptida obd¢lavana ex situ nebo in situ, hraje hloubka

kontaminujicich latek (Kaur et al., 2021; Yadav et al., 2021). Obvykle se udava,
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ze pokud se kontaminovana puda nachézi v hloubce mensi nez 1 metr, jedna se
0 in situ bioremediace, a pokud se kontaminujici latky nachazeji vice nez 1,7 metru
pod povrchem, je tieba ptidu pro uspéSnou bioremediace premistit na povrch zemé
(Azubuike et al., 2016; Nikolopoulou et al., 2013).

Mezi bézné pouzivané ex situ techniky patii také kompostovani. Je to biologicky
proces provadény za podminek, které termofilnim heterotrofnim mikroorganismim
umoziuji rozklddat organickou hmotu na stabilni uziteny konecny produkt.
Kompostové hromadky nebo tadky jsou monitorovany z hlediska vlhkosti a teploty
a jsou pravidelné provzdusnovany (Das, 2014, Sayra a Sanchéz, 2020). Pro ucely
bioremediace mohou byt znecisténé piidy nebo sedimenty smichany s doplikovymi
materialy jako jsou napf. slama, dievéna Stépka, hnuj atd. (Kaur et al., 2021).
Za ucelem dosazeni optiméalnich vysledki v rozumné dobé pii kompostovani musi
byt parametry fizeni procesu nastaveny v optimalnich hodnotach a proces prochazi
dvéma hlavnimi fazemi. Prvni faze je charakterizovdna rozsdhlou mikrobidlni
aktivitou, kterd vede k neustalému zvySovani teploty piechazejici z mezofilnich
oblasti (25-45 °C) do termofilnich (vice nez 45 °C). K udrZeni aerobnich podminek
pro ucinnou mikrobidlni aktivitu b&hem této faze je zapotiebi vysokd mira
provzdusiiovani. V druhé fazi se snizuje teplota a mikrobidlni aktivita je relativné
nizka, protoze zasoba zivin byla vyCerpana (Sayra a Sanchéz, 2020).

Mezi dal$i zpisoby ex situ bioremediace se fadi techniky vyuzivajici
bioreaktory. Jako bioreaktor se oznacuje specialn¢ navrzend nadoba pro uchovani
kontaminovaného odpadu, kterd poskytuje optimalni podminky pro katabolickou
aktivitu mikroorganismti pro degradaci. Do Dbioreaktoru jsou piivadény
kontaminanty, které jsou v pevné formé nebo v suspenznim systému (ve form¢ kalu)
(Etuk et al., 2024; Kaur et al.,2021). Celkov¢ lze konstatovat, ze biodegradace
V bioreaktorovych systémech je G¢innéj$i ve srovnani s jinymi systémy, jelikoz
bioreaktor je vyhodny hlavné vtom, Ze jsou parametry bioprocesu to znamena
teplota, rychlost provzdusiovani, pH, koncentrace substratu a inokula duasledné
monitorovany a kontrolovany. Také podminky v bioreaktoru jsou takove,
ze napodobuji pfirozené prostiedi tak, aby se dosahlo zvySené G¢innosti odstranovani
kontaminanti a byly zajiStény podminky pro optimdlni rGst a aktivitu
mikroorganismil (Etuk et al., 2024; Saygal a Ahmed, 2021; Azubuike et al., 2016).
Ackoli se bioremediace pomoci bioreaktoru osvédcila vyse zminénymi zptsoby, ma

wewr

také své nedostatky. Nejenze je financné narocngjsi, ale také je nutné
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dekontaminovat pudu fyzikalni extrakci pfed zpracovanim v bioreaktoru (Saygal
a Ahmed, 2021). Vtabulce 3.2. jsou shrnuty vyhody a nevyhody ex situ
bioremediace.

Tabulka 3.2.: Vyhody a nevyhody ex situ bioremediace (Azubuike et al.; 2016; Tomei a
Daugulis, 2013)

Ex situ bioremediace

Metoda Vyhody Nevyhody
e Relativng kratka doba * Nutnost pfemisténi
bioremediace. kontaminovaného materialu.
Landfarming uxi 2
e Dobie kontrolovatelné e Vyssi naklady.
podminky. e Naruseni pidni struktury.

Kompostovani | ® Rychld reakéni rychlost. | e Kontrola abiotickych ztrat.

e Relativné kratka doba e Finan¢né naro¢né.

. bioremediace. ¢ Nutnost fyzikélni dekontaminace
Bioreaktor

e Dobie kontrolovatelné pred zpracovanim v bioreaktoru.

podminky.

3.3 Faktory ovliviiujici uc¢innost bioremediace

Mikroorganismy jsou do bioremediace zapojeny prostiednictvim jejich enzymatické
dréhy. Funguji jako biokatalyzatory a usnadnuji postup biochemickych reakci, které
degraduji nezadouci znedistujici latky. Uéinnost bioremediace zavisi na mnoha
faktorech, mezi které patii biotické faktory (charakteristiky mikroorganismii),
fyzikalné-chemické vlastnosti kontaminantd (chemickd struktura, koncentrace,
toxicita a biologickd dostupnost) a faktory prostiedi (typ pudy, teplota, pH, kyslik,
slanost, dostupnost Zivin a vody) (Kebede et al., 2021; Negrin et al., 2020).

Biotické faktory, jako je bakterialni spoluprace a konkurence, jsou zasadni
pro pieziti a stabilitu v rdmci mikrobidlnich spolec¢enstvi dané¢ho ekosystému. Muze
se jednat o konkurenci mezidruhovou (napf., mezi bakteriemi a houbami) nebo
vnitrodruhovou (mezi samotnymi druhy bakterii), pfi¢emz konkurenéni vztahy
mohou byt limitujicim faktorem pro uéinnost biodegradace. Dal$im dulezitym

biotickym faktorem je pocet bakterii (hustota populace) degradujicich POPs.
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Abundance, respektive hustota populace téchto mikroorganismi je kli¢ovym
faktorem pro degradaci polutantu.

Mikroorganismy maji piirozené rozvinutou schopnost adaptace na ménici se
podminky prostiedi, a je tedy mozné je izolovat za témét jakychkoliv podminek
prostfedi. Dokazou se prizpisobit teplotdim pod bodem mrazu nebo extrémnim
vedraim v poustnich  podminkach, anaerobnim podminkdm i pfitomnosti
nebezpecnych sloucenin (Luka et al., 2018). Avsak i takoveto schopnosti adaptace
maji urcitd omezeni ve smyslu optimalnich podminek pro bioremediace,
jez predstavuje napiiklad teplota. Mikroorganismy jsou sice schopné ptizpusobit se
Sirokému rozsahu teplot, avSak v rozmezi optimalnich teplot bude bioremediace
nejucinngjsi.

Podobna situace plati i u pH, kdy muZe bioremediace probihat v Sirokém
rozmezi hodnot, ale pro drtivou vétSinu mikroorganismt je optimalni pH mezi
6,5 a 8,5. Navic pH pudy je také dualezit¢ pro aktivitu enzymi produkovanych
mikroorganismy, jelikoz pfi  nevhodném pH prosttedi muze dochazet
k jejich denaturaci (Fouad et al., 2023; Kumari et al., 2018).

Dal§im klicovym faktorem bioremediace je kyslik, protoze vétSina
mikrobialnich procesti zahrnuje oxidaci. Dostupnost kysliku v pudé do jisté miry
zavisi na pudnich vlastnostech a mife mikrobialni spotieby kysliku a zda v prostiedi
pudy probiha aerobni nebo anaerobni bioremediace (Kumari et al., 2018).

Dostupnost zivin rovnéz vyznamné ovliviiuje proces mikrobialni degradace
kontaminantd. Pro buné¢ny metabolismus a efektivni proliferaci v kontaminovanych
prostiedich potiebuji mikroorganismy Ziviny jako je dusik, fosfor, draslik a mineraly
(Tomer et al., 2020). Tyto Ziviny jsou zakladnimi stavebnimi kameny Zivota
a umoznuji mikroorganismim vytvaiet potiebné enzymy k rozkladu kontaminantt
(Luka et al., 2018). Pridanim zivin, zejména dusiku a fosforu, se upravuje rovnovaha
zakladnich zivin pro rist a reprodukci mikroorganismi. Ma vliv na rychlost
a efektivitu biologického degradace a optimalizuje se tim bakterialni pomér prvku
C: N: P. Pfidani vhodného mnoZstvi zivin je vyhodna strategie pro zvyseni
metabolické aktivity mikroorganismi, a tim i rychlosti biologického rozkladu
(Kashyap, 2020; Tomer et al., 2020).

V tvahu je tfeba brat i dostupnost vody, kterou potiebuji mikroorganismy
pro svij rust a diftizi Zivin a vedlejSich produktii pfes bunécnou sténu béhem procesu

biologického rozkladu. Pti nizké vlhkosti muze byt pohyb bakterii omezen, a naopak
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nadmérna vlhkost mize vyplnit mensi péry mezi Casticemi a omezit tak pfenos

kysliku (Niti et al., 2013).
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4 Mikroorganismy vyuzivané pri bioremediaci

Cilem bioremediace je stimulovat mikroorganismy Zivinami a dalSimi chemickymi
slou¢eninami, které jim umozni kontaminujici latky degradovat. Dnes fungujici
bioremedia¢ni techniky spoléhaji na pivodni mikroorganismy pochazejici
z kontaminovanych mist, kdy je tifeba je povzbudit k praci tim, Ze jim dodavame
optimalni mnoZzstvi Zivin a dalSich latek nezbytnych pro jejich metabolismus.
V souCasné dobé se zkoumaji zplsoby, jak kontaminovand mista rozsifit
o nepuvodni mikroorganismy, stejné tak jako o geneticky modifikované
mikroorganismy vhodné pro degradaci kontaminujicich latek v konkrétnich
lokalitach (Das, 2014; Bala et al.,2022). Pro dosaZeni lepSich vysledkt bioremediace
ma znacny vliv n€kolik faktord, jako jsou fyzikalni, chemické a biologické, typ piidy,
obsah uhliku a dusiku atd. (Bala et al., 2022). Uhlik je jednou z nejdulezitéjsich
Zivin, které napomahaji bioremediace in situ tim, Ze zvysuji metabolickou aktivitu
ptirozenych mikrobidlnich spolecenstev a urychluji proces bioremediace k rozkladu
stavajicich  kontaminujicich latek. V anaerobnim prostiedi mize mnoho
mikroorganismii metabolizovat organicky uhlik a vytvaret plynny vodik (Alvarez

etal., 2017).

4.1 Bakterie vyuzivané pii bioremediacich

V pribéhu biodegradacniho procesu se pesticidy preménuji na produkty rozkladu
nebo jsou zcela mineralizovany mikroorganismy, které znecistujici slouceniny
vyuzivaji  jako ziviny pro své metabolické reakce. KliCovou roli
v biotransformacnich mechanismech hraji enzymy (Raffa a Chiampo, 2021).
Ve vétSiné uvadénych piipadl byla enzymatickd degradace oznacena za jeden
z hlavnich mechanismi pouzivanych mikroorganismy v procesu bioremediace
(Odukkathil a Vasudevan, 2013; Randika et al., 2022; Uqgab et al., 2016). Nékteré
mikroorganismy jsou schopny produkovat enzymy, které mohou rozkladat Gcinné
slozky pesticidi. Tyto enzymy pisobi jako potencidlni faktory bioremediace
kontaminant pesticidd. Vzhledem k Siroké rozmanitosti jejich chemické struktury
vSak mize byt pro bioremediace pesticidi zapotiebi Siroké spektrum skupin enzymd,
jako jsou napf. oxidoreduktdzy, monooxygendzy, dioxygendzy, hydrolazy, lyazy,

lakazy, peroxidazy, lipazy atd. (Raffa a Chiampo, 2021; Randika et al., 2022).
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Proces degradace lze rozdélit do tii fazi, které 1ze shrnout do:
e Faze 1: Pesticidy se oxidaci, redukénimi nebo hydrolytickymi reakcemi

pfeménuji na produkty vice ve vodé¢ rozpustné a mén¢ toxickeé.

e Faze 2: Produkty faze 1 jsou pfeménény na cukry a aminokyseliny, které maji

vy$§i rozpustnost ve vod¢ a nizsi toxicitu.

e Faze 3: Pfeména metaboliti faze 2 na méné toxické sekundarni konjugaty
(Raffa a Chiampo, 2021).

Pti degradaci pesticidi se obvykle jednd o souhru vice nez jednoho
mikroorganismu. Navic nebyl zaznamenan Zadny piipad mineralizace pouze jednim
kmenem. V pribéhu let bylo identifikovano nékolik bakteridlnich kmend, které jsou
schopné degradovat pesticidy pfitomné v ptidé. Kazda bakterie mé specificnost, ktera
ji ¢ini zvlasté vhodnou pro biodegradacni proces. Kupiikladu bakterie rodl
Pseudomonas, Neisseria, Moraxella a Acinetobacter jsou schopny téméf Uplné
rozlozit pesticid DDT. Bakterie roda Pseudomonas, Bacillus, Aerobacter,
Micrococcus a Burkholderia prokazaly schopnost rozkladat dieldrin a endrin
(Doolotkeldieva et al., 2018). Jak uvadi Doolotkeldieva et al. 2018, u pesticidu
aldrinu byla nejucinnéjsi bakterie Bacillus polyxyma, inkubovana v mineralnim
meédiu, ktera pfi svém metabolismu spotiebovala 0,2 mg aldrinu a po 12 dnech
inkubace snizila jeho obsah na 48,2 %. Podobné ucinnosti dosdhla i bakterie
Pseudomonas fluorescenc, ktera prokazala dobrou degrada¢ni schopnost
(0,2 mg aldrinu rozlozila na 43,2 %) (Doolotkeldieva et al., 2018). Nicmén¢ u celé
fady pesticidd (endosulfan, lindan, chlorpyrifos atd.) mutze dosahovat mira
biodegradace az 80-99 %. Obecné lze fict, Ze bakterie rodu Pseudomonas a Bacillus
jsou mnoha autory shledany jako velmi u¢inné v bioremediace celé fady pesticida
(Aresta et al., 2015; Giri et al., 2020; Kumar a Sachan, 2021; Randika et al., 2022).

Ob¢ tyto bakterie jsou hojné¢ zminovany i v procesech biodegradace
polychlorovanych bifenyld. Pti bioremediace PCB je z pocatku dilezita anaerobni
degradace, jelikoz odstranéni heteroatomit (jako jsou halogeny) nebo skupin
obsahujicich heteroatom, je c¢asto mezi prvnimi kroky biologického rozkladu.
Aerobni metabolismus nasledné vede ke Sté€peni aromatickych nebo alifatickych
cyklickych slougenin (Doolotkeldieva et al. 2018). Uginnost biodegradace PCB
do zna¢né miry souvisi s pfitomnosti vhodnych kultur mikroorganismi. Mezi

nejaktivnéjsi bakterie schopné metabolizovat PCB se v odborné literatufe nejcastéji
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uvadi Achromobacter sp., Acinetobacter sp., Bacillus sp., Burkholderia sp.,
Janibacter sp., Mycobacterium sp., Pseudomonas sp. a Rhodococcus sp.
(Sharma et al., 2019).

Ve studiich provedenych mnohymi vyzkumniky degraduji kmeny bakterie
Rhodococcus ruber a Microbacterium sp. siroké spektrum kongenert PCB. Bylo
zjisténo, ze kmeny P25 a B51 GCinné degraduji chlorované bifenyly od mono
po hexachlorbifenyly, které zahrnuji také planarni kongenery (Sharma et al., 2018)

Jedna z nejpfiznivéjSich technik detoxikace vysoce chlorovany dioxint
(PCDD a PCDF) je reduktivni dechlorace. Vysoce chlorovanych kongenery jsou
obtizn¢ odbourdvany aerobni cestou a mnohem Uspé$néjsi je degradace pomoci
anaerobnich bakterii, stejné tak jako u PCB. Reduktivni dechlorace je proces, kdy je
z aromatického kruhu odstranén chlor.

Na druhou stranu mikrobialni dechlorace vysoce chlorovanych analogi
produkuje nejtoxictéjsi kongener, tj. 2,3,7,8-TCDD jako meziprodukt. Bakterie rodu
Dehalococcoides sp. je schopna dechlorovat tento vyznamny kongener
1,2,3,4-TCDD na mnohem méné chlorované kongenery (Saibu et al., 2020;
Sebastian a Rao, 2022). K dalsim uspé$nym bakteriim schopnych bioremediace patfi
napf.: S$iroce rozSifena bakterie Sphingomona sp., jejiz nékteré linie mohou
degradovat PCDD/F prostrednictvim oxidace (Liang, 2020;
Chai et al., 2016). Mezi dal$i dulezité bakterialni rody degradujici PCDD a PCDF
patii Pseudomonas sp., Burkholderia sp., Acinetobacter sp., Rhodococcus sp., atd.
(Liang, 2020; Saleem et al., 2024; Sebastian a Rao, 2022). Piiklady bakterialni roda

schopnych bioremediace POPs jsou uvedeny v tabulce 4.1.
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Tabulka 4.1.: Bakterie schopné bioremediace POPs (Castejon-Godinez et al., 2022; Giri et al., 2021; Kumar et al., 2021; Randika et al., 2022; Saibu et al., 2020)

Sphingomonas sp.

Chryseobacterium sp.

Pseudomonas sp.

Rhodococcus sp.

Arthrobacter sp.

Agrobacterium sp. DDT Sphingomonas Aldrin a Burkholderia sp.
PCDF Burkholderia sp. Sphingobacterium sp. Dieldrin Cupriavidus sp.

Paenibacillus sp. Alcaligenes sp. Pseudonocardia sp.

Endosulfan

Pseudomonas sp. Pseudomonas sp. Enterobacter sp.

Rhodococcus sp. Streptomyces sp. Bacillus sp.

Sphingomonas sp. Sphingobium sp. Pseudomonas sp.
PCDD Burkholderia sp. Hexachlocyklohexan Microbacterium sp. Heptachlor Micrococcus sp.

Flavobacterium sp.

DDT = dichlordifenyltrichloretan; PCBs = polychlorované bifenyly; PCDDs = polychlorované dibenzodioxyny; PCDFs = polychlorované dibenzofuran
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5 Realizované priklady mikrobialnich bioremediaci

5.1 Degradace DDT pomoci bakterie Arthrobacter globiformis DC-1

V této studii Wang et al. (2023) izolovali z dlouhodobé kontaminované zeméd¢lské
pudy DDT novy, vysoce ucinny degradujici bakterialni kmen Arthrobacter
globiformis DC-1, ktery by mohl vyuZivat DDT jako jediny zdroj uhliku a energie.

Vzorky piidy byly odebrany ze zeméd¢€lské piidy kontaminované DDT v oblasti
Shenyang North New Area v Cing z povrchu 0-20 c¢cm hluboko. Vzorek pidy
o koncentraci DDT 137,1 ug/kg byl dikladné smichan se 100 ml MSM (medium
mineralnich soli) obsahujiciho 100 mg LDDT. Po 4 dnech inkubace pii 30 °C byl
pienesen 1 ml supernatantu do 100 ml cerstvého MSM obsahujiciho 200 mg LDDT
a inkubace se tiikrat opakovala se zvysujici se koncentraci DDT. Finalni obohacené
kultury byly vhodné zfedény a rozprostieny na MSM agarové plotny obsahujici DDT
a poté inkubovany po dobu 4 dnii pti 30 °C. Rlizné kolonie, které se vytvoftily, byly
izolovany a poté testovany na schopnost degradovat DDT. Bakteridlni kmen
vykazujici nejvyssi schopnost degradace DDT byl pojmenovan DC-1 a byl pouZzit
pro nasledujici experimenty. Pro posouzeni rstu a schopnosti degradovat DDT
kmene DC-1byl MSM doplnén o 10 mg LDDT a inkubované vzorky byly odebirany
po 1, 3, 5, 7 a 10 dnech. Navic byl jest¢ hodnocen vliv teploty a pH na rist
a biodegradace.

Zvysledki studie Wang et al. (2023) wvychéazi, Ze kmen Dbakterie
Arthrobacter globiformis DC-1 degradoval ptes 75 % DDT pfi koncentraci
10 mg/l v MSM jiz béhem prvniho dne. Béhem 1. dne inkubace s DDT se kmen
DC-1 rychle adaptoval a jeho bakterialni biomasa dosahla vrcholu pravé po 1 dnu.
Rist kmene DC-1 se po 3 dnech dramaticky zpomalil a jak ubihala inkubacni doba,
rychlost degradace se zvySovala velmi pomalu. Pfi kontinualni degradaci byl témér
vSechen DDT vycerpén a rist kmene DC-1 nemé¢l dostatecny zdroj uhliku, coz vedlo
k prudkému poklesu rychlosti degradace DDT.

Kmen DC-1 je grampozitivni, obligatn¢ aerobni a ma kratky az téméf
ty¢inkovity tvar. Morfologie kolonie DC-1 na jednoduché agarové plotn¢ byla svétle
zluta, hladka, neprithledna, mokra a s mirné vyvySenym povrchem. Biochemické
testy prokazaly, Zze kmen DC-1 byl pozitivni na oxidazu, uredzu, kataldzu,
nitratreduktazu, hydrolyzu Skrobu a na produkci acetylmethylkarbinolu, ale negativni

na produkci indolu.
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Rist mikroorganismi a jejich biodegradacni schopnosti jsou do zna¢né miry
ovlivnény riznymi podminkami prostfedi. V této studii Wang et al. (2023)
byl zkouman vliv koncentrace DDT, teploty, pH a zdroje uhliku na rist a rychlost
biodegradace A. globiformis DC-1 (obrézek 5.1.). Vliv pocate¢nich koncentraci
DDT na rtstovou odpovéd a rychlost degradace byl studovan pii koncentracich
v rozmezi 1-30 mg/1. Rychlost ristu a degradace DDT pomoci A. globiformis DC-1
se rychle zvySovala se zvySujici se pocatecni koncentraci DDT a dosdhla maxima,
kdyZz koncentrace DDT byla 10 mg/l. ZvySeni koncentrace DDT na 20 a 30 mg/I
inhibovalo rust kmene DC-1, jelikoz tak vysoké koncentrace uz byly pro buiky
toxické. Ke stejnému vysledku dosli pfi vyzkumu i Pant et al. (2013) a Gao
etal. (2011).

Rychlost ristu a degradace byly pii 30 °C vyznamné vys$i nez pii teplotach
20 °C a 40 °C, coz poukazuje, ze mezofilni prostiedi je nejvhodné;jsi.

Rychlost ristu a degradace DDT se zvySovala se zvySujicim se pH v kyselych
podminkach a klesala v alkalickych podminkach. Maximalni rtist byl pozorovan pfti
pH 7,0, zatimco maximdlni degradace byla pozorovana pii pH 7,5 (80,51 %).
Vysledky ukazaly, ze neutralni (7,0) a alkalické (7,5) podminky byly zvlasté vhodné
pro biodegradaci DDT A. globiformis DC-1 a kmen DC-1 vykazoval vétsi toleranci
a degradaci DDT pfi alkalickém pH nez pti kyselém pH.

Zajimavosti je dodatecny vliv uhliku po pfidavku glukézy, sachardzy
a fruktdézy, kdy se ukazalo, Ze biodegradace DDT bakterii A. globiformis DC-1 je
vyrazné inhibovana a bylo pozorovano pouze 50,6-63,9 % degradace. To mohlo byt
zpusobeno kompetitivnim vztahem mezi DDT a spolupfitomnosti zminénych
sacharidu, jelikoz kmen DC-1 preferoval pro svij rust jednoduSeji metabolizovatelné
zdroje uhliku (glukoézu, sachar6zu nebo fruktéozu). Opacny pifipad nastal
pfi spolupfitomnosti peptonu pii degradaci, kdy bylo dosazeno maximalni rychlosti
degradace DDT 84,2 %.

Vysledky studie ukazaly, Ze kmen DC-1 mél vysokou kapacitu vyuZiti
pro kongenery DDT. Béhem 10 dnti inkubace byly rychlosti degradace vedlejSich
produktit DDE, DDD a o,p'-DDT kmenem DC-1 az 70,61 %, 64,43 % a 60,24 %.
Kmen DC-1 je prvnim kmenem degradujicim DDT, ktery je schopen degradovat
DDT i kongenery DDT a vyuzit je tak jako jediny zdroj uhliku a energie
(Wang et al., 2023).
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Obréazek 5.1.: (A) Vliv koncentrace DDT, (B) teploty kultivace, (C) pH a (D) dalSich zdroja
uhliku na degradaci DDT a rist kmene DC-1 (Wang et al, 2023)
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5.2 Bioremediace Fi¢nich sedimenti zneciSténych PCBs

Studie Zeradadin et al. (2022) byla zaloZena na analyze potenciélu autochtonniho
(ptivodniho) mikrobidlniho spolecenstva (modelovy systtm NMC = natural
microbial consorcia = pfirozené mikrobialni konsorcium) a bioaugmentovanych
alochtonnimi (vnesenych, neptivodnich) bakteriemi degradujicich uhlovodiky (AHC
= aromatic hydrocarbons degrading = bakterie degradujici aromatické uhlovodiky)
pro biodegradace PCB piitomnych v ficnich sedimentech za tucelem ochrany
zivotniho prostiedi a odhadu budouciho nakladani s témito lokalitami.

Vzorky fi¢nich sedimentii byly odebrany v Bélehradé v Srbsku ze soutoku feky
Topciderka s Cukari¢ki Rukavac. Sedimenty byly odebirdny ze &tyf hloubek
v nenaruSenych podminkéach: 0-1, 1-3, 3-6 a 6-10 cm.

Pocet mikroorganismii v ficnich sedimentech byl stanoven nanesenim
na agarové plotny inkubované pii 28 °C. Bioaugmentace byla provedena

nao¢kovanim biomasy AHD obsahujici bakterie rodu Pseudomonas sp.,
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Rhodococcus sp. a Achromobacter sp., ktera byla dfive izolovana z mist
kontaminovanych ropnymi latkami.

Bioremediace kontaminovaného vzorku sloZzeného ze vSech 4 sedimenti
(z riznych hloubek) trvala 70 dni se stfiddnim anaerobnich a aerobnich cyklu.
Paraleln¢ byla sledovana aktivita mikroorganismi v modelovych syst¢émech NMC
a NMC-AHD. V modelovém systétmu NMC-AHD byla na zacatku provedena
bioaugmentace pomoci AHD (aromatické uhlovodiky degradujici bakterie byly
izolovany z mista kontaminovaného ropnymi produkty).

Ri¢ni sedimenty se vyzna¢ovaly neutrdlnim pH, relativné vysokym obsahem
organického 1 anorganického uhliku. Ze stanovenych mikroorganismi tvofily
dominantni frakci mikroorganismy TC (koliformni). Pocet TC se zvySoval
s hloubkou vrstev sedimentu, spolu s HD (uhlovodiky degradujici mikroorganismy).
Vysoké pocty stanovené pro vSechny zkoumané skupiny mikroorganismi naznacuji,
ze v ficnich sedimentech probihaji intenzivni aerobni a anaerobni mikrobiologické
procesy.

Vysoky obsah PCB ve vzorku sedimentu je pravdépodobné zpiisoben tim,
ze se zde proti proudu feky Topciderky v historii nachézel primyslovy zdvod Minel
(vyroba transformatorti a kondenzatori). Nejvyssi koncentrace PCB byla zjisténa
ve svrchni vrstvé (0-1 cm), nasledovand 3 az 6 cm, 1 az 3 cm a 6 az 10 cm vrstvou.

Toto zjisténi naznacuje, Ze také mohlo dojit k nedavné kontaminaci (obrazek 5.2.).

Obrazek 5.2.: Distribuce PCB v sedimentech (Zeradanin et al., 2022)
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Na zacatku bioremediace bylo celkové mnozstvi PCB 287,5 ng/g (den 0).
V modelovém systému NMC byla koncentrace PCB 276,8 ng/g po 42 dnech
a 198,5 ng/g po 70 dnech. Jinymi slovy, po 70 dnech tedy doSlo k vyznamnému
(>30 %) poklesu koncentrace PCBs.

V modelovych systémech NMC-AHD byl zjistén jesté rychlejsi pocatecni pokles
koncentrace PCB v prvnich 42 dnech 231,0 ng/g (20 %) a po 70 dnech byla
koncentrace 195,2 ng/g tedy 32 %. Ptekvapivé byla koncentrace PCB v modelovych
systtmech NMC a NMC-AHD po 70 dnech témé&f stejna, coz naznacuje,
ze pritomnost NMC v sedimentu ma vyznamny biodegradac¢ni potencial pro redukci
PCB a nese hlavni ¢ast bioremedia¢niho potencialu.

Stupeii chlorace a poloha atomt chloru na bifenylovych kruzich mohou zna¢né
ovlivnit biologickou rozlozitelnost raznych kongeneri PCB. Vzorek sedimentu
obsahoval monochlorované az oktachlorované bifenyly, pfi¢emz dominantni byly
pentachlorované kongenery. Béhem bioremediacni studie byla pozorovana zména
koncentraci a profilii kongenerti, kdy se snizil obsah vysSich substituovanych
kongenerti a byl rovnéz zaznamenan nartist trichlorovanych bifenyld. Tyto zmény
byly zaznamenany po aplikaci anaerobné aerobnich cykld, z ¢ehoz vyplyva, ze doslo
k reduktivni dehalogenaci. Zmény v trovni dominantnich kongenert, konkrétné
snizeni substituované vyssi frakce a zvySeni substituované nizsi frakce v prabéhu
biodegradace po aplikaci anaerobné aerobnich cykla, odpovidalo vyskytu procesu

reduktivni dehalogenace. Zmény ve vzorcich kongenertt PCB zobrazuje obrazek 5.3.
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Obréazek 5.3.: Zména ve vzorcich kongenerti PCB ziskanych béhem bioremedia¢ni studie
V riznych modelovych systémech (Zeradanin et al., 2022)
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6 Zavér

Znecisténi zivotniho prostiedi neni novym fenoménem, piesto ziistava nejvétSim
svétovym problémem, kterému lidstvo celi a hlavni environmentéalni pfi¢inou
nemocnosti a dmrtnosti. Uroven znedisténi ovzdusi, vody, pudy a potravin
perzistentnimi organickymi polutanty je vysoka, a proto je tieba ji vénovat velkou
pozornost.

V roce 2015 wvytvoiilo né€kolik autori Komisi pro zneCisténi a zdravi
pod zastitou The Lancet (jeden ze svétovych akademickych ¢asopisu s vyznamnym
dopadem). Komise svou praci provadela po dobu 2 let a sva zjisténi zvetejnila v fijnu
2017, kdy ve své studii uvedla, ze vSechny formy zneciSténi byly v roce 2015
zodpovédné za ptiblizn€¢ 9 miliont pied¢asnych amrti — 16 % vSech amrti na celém
svété a také za 268 miliont let zivota prizpisobenych zdravotnimu postiZeni.
ZneCisténi  je tak celosvétové nejvétsi environmentalni pfic¢inou nemoci
a predCasnych umrti (Landringan et al., 2017). Ackoli se to mize zdat
nepravdépodobné, tak pravé nevédomost o formach znecisténi muaze vést lidi
k ¢innostem, které produkuji Skodlivé vedlejsi produkty. Muze se jednat napf.
o vypalovani lest a kiovin, ukladani zeméd¢lského odpadu do vodnich ploch, Spatna
likvidace elektronického odpadu a mnoho dalSich (Ukaogo et al., 2020). Komise
zastava nazor, Ze klicové nastroje a technologie potiebné ke kontrole znecisténi ve
vSech zemich byly vyvinuty a jsou dnes pfipraveny k tomu, aby byly pfeneseny do
celosvétového métitka (Landringan et al. 2017).

Perzistentni organické polutanty vznikaji pfedev§im antropogenni c¢innosti
a piispivaji k vyznamné kontaminaci zivotniho prostfedi, jednotlivych
mikroorganismu i celych potravnich fetézcti kdekoli na Zemi. Diky Stockholmské
umluvé se je dafi ucinné eliminovat, avSak vzhledem k jejich perzistenci, lipofilité
a tedy i akumulaci v prostiedi jsou stale bézné detekovany.

Bioremediace nabizi moZnost degradovat, odstranovat, ménit, imobilizovat nebo
jinak detoxikovat ruzné chemikaliec z prostfedi ptusobenim bakterii. Mikrobialni
metabolismus ptivodnich nebo geneticky modifikovanych mikroorganismu Ize vyuzit
k biodegradaci, protoze bioremediace je ekologickd, nédkladové efektivni a pomérné
ucinnd metoda ve srovnani s fyzikdlnimi a chemickymi metodami

(Raff a Chiampo, 2021).
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Mikrobialni bioremediace je Casto nedostatecné uznavanou technologii, ackoli
mnoho studii potvrdilo jeji vyznamné ptinosy. Existuje celd fada bakteridlnich rodu
schopna bioremediace POPs. Napt. rody bakterii Pseudomonas sp., Bacillus sp.,
Rhodococcus sp., Sphingomonas sp., Bulkholderia sp., Acinetobacter sp. a mnoho
dalsich mohou ucinn¢ biodegradovat POPS, za piedpokladu optimalizace riiznych

faktort, které maji znacni vliv na uc¢innost bioremediace.
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