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Degradace organickych xenobiotik mangan-redukujicimi
mikroorganismy

Souhrn

Polutanty antropogenniho ptivodu se mohou dostavat do pitnych vod a zemédélské pudy,
kde se mohou akumulovat a také prechdzet do potravin. Jednou z moznosti, jak urcité
kontaminujici latky z zivotniho prostiedi bud’ Gplné odstranit nebo alesponi snizit jejich
nebezpecnost, je bioremediace. Podminkou tohoto procesu je pfitomnost vybranych
mikroorganismt a dale pfitomnost akceptord a donoru elektront, které budou zakladem pro
redoxni reakce. Mikroorganismy disponuji enzymatickym aparatem, ktery zprostredkovava
vyménu elektront mezi donory a akceptory a polutanty se timto zpisobem degraduji. Vznikly
tok elektronti jsou mikroorganismy schopné vyuzit jako zdroj energie pro metabolické pochody
uvnitt svych bunék.

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, jaké by bylo mozné vyuziti mangan-redukujicich
mikroorganismi v procesu bioremediace vybranych organickych polutanti. Pro srovnani byly
stejné parametry degradace méteny také v nitrat-, Zelezo- a siran- redukujicich podminkéch.

V nadobovém pokusu byly jako akceptory elektront pouzity dusi¢nany, sirany, oxid
zeleza a oxid manganu, tedy alternativni zdroje kysliku. Oxid zeleza byl dodan ve formé
goethitu a oxid manganu ve formé birnesitu. Jako donory elektronti byly vybrany organické
polutanty benzotriazole, sulfamethoxazol, diklofenak a flukonazol. Z vysledk(i pokusu
vyplyva, ze benzotriazole byl bioticky nejlépe degradovan v prostiedi s pfidavkem acetatu
a dusi¢nanli. Sulfamethoxazol a diklofenak nejrychleji degradovaly v biotickém prostredi
s pridavkem acetatu a oxidu zeleza. Degradace flukonazolu pomoci mikroorganismi probihala
pouze v pfipadé experimentu bez acetatu a za téchto podminek nejrychleji degradoval
v prostiedi s pfidavkem oxidu manganu. V piipadé, Ze dosSlo v prubéhu experimentu
k dostatecnému poklesu koncentrace, byly vyhodnoceny kinetické parametry pro jednotlivé
organické polutanty. Nejdelsi polocas rozkladu byl vypocten u flukonazolu v dusi¢nanovém
prostfedi bez pridavku acetatu, a naopak nejkratsi poloCas rozkladu byl patrny
u sulfamethoxazolu v prostfedi s pridavkem acetatu a goethitu.

Ze ziskanych vysledka lze tedy zavérem usoudit, Ze pfitomnost acetatu napomahala
k plynulej§imu a rychlejsimu snizovani koncentrace vybranych organickych polutantii v Case.
Mangan-redukujici mikroorganismy se ukazaly jako jediné schopné degradovat flukonazol ve
zvolenych podminkach.

Klic¢ova slova: redukce manganu; bioremediace; xenobiotika; bakterie; metabolismus



Degradation of xenobiotic compound by manganese-
reducing bacteria

Summary

Pollutants of anthropogenic origin can enter potable water and agricultural soil, from
which they can be transferred into food resources. One method for the elimination or at least
reducing the risk of certain contaminants in the environment is bioremediation. A condition for
this process is the presence of selected microorganisms and the presence of electron acceptors
and donors, which will become the basis for redox reactions. Microorganisms have an
enzymatic apparatus that mediates the exchange of electrons between donors and acceptors.
The degradation of pollutants is dependent on these redox processes . The resulting flow of
electrons can be used by microorganisms as a source of energy for their metabolic processes.

The goal of this thesis was to find out the potential use of manganese reducing
microorganisms in the process of bioremediation of selected organic pollutants. The same
degradation parameters were also measured inthe presence of nitrate, iron sulfate as alternative
electron acceptors.

Nitrates, sulfates, iron oxide and manganese oxide, i.e. alternative oxygen sources, were
used as electron acceptors in the bottle experiment. Iron oxide was supplied in the form of
goethite and manganese oxide from a birnessite. Organic pollutants benzotriazole,
sulfamethoxazole, diclofenac and fluconazole were selected as electron donors. The results of
the experiment show that benzotriazole was best biotically degraded in an environment with
the addition of acetate and nitrates. Sulfamethoxazole and diclofenac degraded most rapidly in
a biotic environment with the addition of acetate and iron oxide. Degradation of fluconazole by
microorganisms only occurred in the case of the acetate-free experiment, and under these
conditions, it degraded most rapidly in the environment with the addition of manganese oxide.
The kinetic parameters for the organic pollutants were also evaluated in the case of significant
degradation. The longest half-life was calculated for fluconazole in nitrate medium without
added acetate and, conversely, the shortest half-life was observed for sulfamethoxazole in
medium with added acetate and goethite.

From the obtained results, it can be concluded that the presence of acetate conducive to
faster decrease in the concentration of selected organic pollutants over time. Manganese
reducing microorganisms are the only ones capable of degrading fluconazole under selected
conditions.

Keywords: manganese reduction, bioremediation, xenobiotics, bacteria, metabolism
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1 Uvod

Biosféra je zatézovana polutanty, které produku;ji lidé svou Cinnosti. Takovych latek je
v naSem okoli nadmérné mnozstvi, a to se nepfiznivé odrazi na kvalit€ okolniho prostiedi.
Antropogenni polutanty jsou mimo jiné i zat€zi vodnich toki a nadrzi. Podle povahy skodlivé
latky 1ze odvodit zpasob, jakym se dana latka do biosféry dostava. Latky zatézujici vodni
systémy jsou do obéhu vnaseny hned n€kolika zptsoby. Jednim ze zpisobti maze byt naptiklad
vyplachovani fertilizacnich pfipravkd z poli do okolnich vodnich tokti nebo vypousténi
odpadnich a Sedych vod z domacnosti mimo kanalizacni fad. Nezfidka se do vodnich toka
dostane také kontaminovana voda z primyslovych zavodua. V urcitych pripadech, zavislych na
povaze prumyslového zavodu, je takova situace pro okolni biosféru naprosto katastrofalni.
Latky jsou vodnim tokem rozvadény do Sirokého okoli a mohou se dostavat do pady. To
samoziejme nema vliv pouze na zivotni prostiedi daného okoli, ale timto zptisobem se mohou
latky dostavat i1 do péstovanych plodin, které jsou déale potravinatsky zpracovavany. Potraviny
na prvni pohled vétSinou nejevi zadné znamky toho, ze obsahuji antropogenni polutanty, a ani
pribéh jejich pramyslového zpracovani nemusi byt kontaminanty nijak narugen. Skodlivé latky
tedy mohou byt pfitomné jak v surovinach pouzitych pro vyrobu, tak nasledné i v kone¢nych
produktech a mohou zptisobovat fadu zdravotnich komplikaci. Jejich kodlivy vliv na zdravi
Clovéka je nepopiratelny, nicméné i pres to jsou obsazeny v mnoha potravinach. Pro udrzeni
standarda a bezpecCnosti potravin jsou nastaveny legislativni limity, které musi byt u potravin
dodrzovany. Tyto hladiny jsou pfisné kontrolovany dozorovymi organy. Nicméné stale je
mozna kumulace podlimitnich mnozstvi, ktera mutze byt piic¢inou dalSich problému jak pro
zdravi Clovéka, tak pro zivotni prostiedi. Ze ziejmych divodi existuje velké usili tyto latky
z piirodniho prostiedi odstranit. Neni mozné tvrdit, Ze je Sance tyto latky do okoli vibec
nevypoustét. Proto je zde snaha je z okolniho prostiedi bud’ tipln€ odstrafiovat, anebo se pokusit
o jejich transformaci v latky, které jiz nejsou takovou zaté€zi. Jednim ze zpusobu je
i bioremediace pomoci mikroorganismu.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cile prace vychazi z hypotézy, ze mikroorganismy redukujici oxidy manganu jsou
schopny degradovat rizna organicka xenobiotika.

Cilem prace je testovani schopnosti mikroorganismu redukujicich oxidy manganu
degradovat rizna organicka xenobiotika. K porovnani budou stejné parametry sledovany také
Vv nitrat-, zelezo- a siran- redukujicich podminkéach. V zavére¢né fazi bude zhodnoceno mozné
praktické vyuziti v procesech bioremediace.



3 Literarni reSerse

Zivotni prostiedi je vyznamn& zatéZovano polutanty piirodniho nebo antropogenniho
puvodu. Antropogennim polutantem se rozumi plynna, tekuta nebo pevna chemicka latka, ktera
ma v urcitych koncentracich a Casovém rozmezi Skodlivy vliv na zivotni prostiedi. Podle vzniku
se polutanty rozd€luji na primarni a sekundarni. Primarni polutanty jsou do zivotniho prostiedi
vypoustény z identifikovatelného zdroje. Sekundarni polutanty vznikaji v zivotnim prostiedi
v dasledku fyzikalnich a chemickych déji z primarnich polutanti. V Zivotnim prostiedi se obé
tyto skupiny §ifi rdznymi cestami, jak je znazornéno na Obrazku 1. Jednou z moznosti
distribuce je kontaminace vod. Plocha kontaminované pudy je celosvétové velice podstatna
a nadale se rozrusta. Kontaminace skodlivymi latkami je ale problém mnohem starsi (Uhlik et
al. 2013). V dob¢ industrializace se zacalo zivotni prostfedi plnit Skodlivymi latkami, které
clovek produkoval v ramci rozvoje prumyslu. V téchto dobach nebyl vSak na enviromentalni
a zdravotni dopad bran takovy zfetel jako dnes. To je jednim z divodd, proc€ je nyni tak velka
Cast biosféry zatizena polutanty (Verma & Kuila 2019). Tato prace je zaméfena na degradaci
vybranych 1éCiv a pesticidi pomoci bioremediace. Pro experiment byla vybrana léCiva
benzotriazole, diklofenak, flukonazol a sulfamethoxazol. Pro proces biodegradace byly vyuzity
mangan-redukujici mikroorganismy. K porovnani ucinnosti byl stejny postup uskuteénén také
v nitrat-, zelezo- a siran- redukujicich podminkach.
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Obrdzek 1: SiFeni antropogennich polutantii v Zivotnim prostiedi (Holoubek 2005)



3.1 Bioremediace

Bioremediace je proces odstranéni nebo snizeni mnozstvi Skodlivych latek z prostredi
pomoci zivych organisma nebo enzymu. Nejvyznamnéjsi skupinou organismu, které se podileji
na bioremediaci, jsou mikroorganismy. Jejich pouziti vyplyva z rychlé reprodukce, velké miry
variability a pfizptisobeni. Pro proces bioremediace se vyuzivaji prevazné bakterie. Miizeme
ale vyuzit i kvasinky a plisné¢ (Iwamoto & Nasu 2001). Bioremediace patii do §irsi skupiny
postupt, zabyvajicich se odstrariovanim Skodlivych latek z prostiedi nejriznéjsimi metodami,
tedy remediace. Klasické metody jsou zalozeny na fyzikalnich a chemickych principech. Tyto
postupy jsou neustale zdokonalovany, ale 1 pies to je jejich pouziti ekonomicky velice naro¢né
a pro zivotni prostiedi maji spiSe negativni nasledky. Oproti klasickym zpisobtim remediace je
bioremediace aktivné vyuzivana mnohem kratsi dobu. Bioremediace je v zivotnim prostiedi
ptirozeny dg&. Clovék tyto d&e a postupy mikroorganismd zkouma a nasledn& se je snai
napodobit a vyuzit je ve sviij prospéch. Mikroorganismy vyuzivaji k transformaci latek svoji
ptirozenou biologickou aktivitu, nebo je mozné mikroorganismy geneticky modifikovat.
Modifikovanych organisml se vyuziva hlavné v piipadech, kdy by bioremediace pfirozenou
cestou nemusela probéhnout. Do prostiedi jsou v ramci téchto mikroorganismt vnaseny geny
stimulujici tvorbu enzymu, které  jsou nezbytné v kaskadé bioremediacnich dé&u
(Kumar et al. 2018). Geneticky modifikované mikroorganismy jsou vyuzivany pro odstranéni
nebo transformaci vice latek najednou. Ekologicka stranka remediace je v pfipadé pouziti
geneticky modifikovanych mikroorganismu zachovana. Zdravotni riziko plynouci z pouziti
modifikovanych mikroorganismu je srovnatelné s rizikem pfi pouziti pfirozené se vyskytujicich
mikroorganisma (Uhlik et al. 2013). Tato metoda transformace polutant je pro zivotni
prostiedi velice prizniva a je ekonomicky vyhodnou alternativou klasickych postupa.
Nevyhodou bioremediace je Casova naroCnost a v urcitych ptipadech je dosazeny vysledek
nedostacujici (Vidali 2001).

Urcité chemické latky, naptiklad nékteré chlorné slouceniny nebo radionuklidy, jsou
biologicky nerozlozitelné. U jinych latek, které jsou bioremediaci rozlozitelné, mohou vznikat
programu jsou tedy nutné znacné zkuSenosti a znalosti. Je nezbytné dodrzovat optimalni
podminky a dana lokalita musi byt pro proces remediace vhodna. Bioremediaci lze provadét
v pudach, vodach, kalech ale i kanalizacich (Boopathy 2000). Nejdualezitéjsimi podminkami
spravného fungovani je seznameni se s lokalitou a uréeni pfitomnych mikroorganismu. Ty se
mohou v misté bioremediace pfirozené vyskytovat, nebo mohou byt na misto uméle dodany
(Watanabe 2001). SpoleCenstvo mikroorganismi funguje komplexné. Na bioremediacnim
procesu se podili cela fada mikroorganismu, které vytvareji substraty pro jiné mikroorganismy.
Témito postupnymi reakcemi je dosazeno snizeni mnozstvi $kodlivych latek. Pro snazsi prubéh
bioremediace mohou byt do dané lokality kromé mikroorganismi vnaseny také substraty nebo
rostliny (Konopka 2009).

V ptipadé, kdy se na procesu bioremediace podileji rostliny, hovotime o fytoremediaci.
Jejich funkci je predevsim dodavani zdroja uhliku mikroorganismiim a akumulace polutantt ve
svych nadzemnich Castech. Tyto Casti mohou byt pozdéji odstranény, a tak je ze systému
odstranén téz Skodlivy polutant. Kofeny zprostiedkovavaji vyménu latek mezi okolim
arostlinnou biomasou. Dale jsou pomoci kofenu vyluCovany fytostimulanty.
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Stimulyjici latky, které vyvolavaji syntézu mikrobialnich degradacnich enzymu. Proces
bioremediace muze probihat dvojim zptsobem. Kontaminované prostiedi, jako napiiklad puda,
je ponechano na misté a bioremediace probiha tzv. in sifu. Druhym zptisobem je bioremediace
ex situ, kdy je kontaminované prostiedi odvezeno a proces probiha mimo puvodni oblast
(Rhodes 2013).

3.2 Xenobiotikum

Pod pojmem xenobiotikum se rozumi lidskému télu cizi latka, kterd se v téle za
normalnich podminek nevyskytuje (Rieger et al. 2002). Jednou z moznych cest, jak se
xenobiotika dostavaji do lidského téla, je konzumace rostlinné stravy. Neni ojedin€lé, ze v jedné
plodiné dochéazi k akumulaci vice druhii xenobiotik, ktera do rostliny pronikaji
z kontaminované pudy nebo vody (Katayama et al. 2010). S pojmem xenobiotikum souvisi také
pojmy kontaminant a reziduum. Kontaminanty jsou latky, které nejsou do potravin piidavany
zameérng, ale vstupuji do potravin nahodné. Mistem vstupu muze byt zemédélska produkce, ale
mnohem cCastéji je kontaminant do potraviny zanesen b&hem skladovani a zpracovani.
Dtivodem byva nedodrzeni spravnych hygienickych postupt a Ihtt (Furst 1996). Jako reziduum
je oznacovan zbytek obtizné rozlozitelnych a Casto velice toxickych chemickych latek. Jsou to
latky uméle vytvorené a jejich styk s potravinou je zcela zamérny. Takovymi latkami byvaji
naptiklad pesticidy nebo 1éCiva. Skupiny kontaminantd a rezidui byvaji velice cCasto
zaménitelné. Napriklad dusi¢nany mohou byt kontaminantem zivotniho prostiedi, protoze jsou
naduzivana v hnojivech. Mohou byt ale také reziduem v pfipade€, ze se dostane do potravin
(Silva et al. 2019). Obecné tedy mezi xenobiotika patfi pesticidy, kontaminanty z pramyslové
vyroby, 1éCiva, paliva, dezinfek¢ni prostiedky, toxiny vytvarené urCitymi organismy a mnoho
dalsich. Xenobiotika lze podle Riegera et. al (2000) rozdélit do tfi skupin:

Prvnimi zé&vaznymi zneciStujicimi latkami jsou slouCeniny pochazejici z tézby
a pramyslového zpracovani uhli a ropy. Tyto sloucCeniny, mezi které patii napftiklad
polycyklické aromatické slouceniny, kyanidy nebo fenoly, jsou latky s vysokou akutni
i chronickou toxicitou. Proto je zde velkd snaha tyto slouceniny z zivotniho prostiedi
eliminovat a pfetvaret na latky méné toxické nebo uplné neskodné.

Druhou dulezitou a nebezpeCnou skupinou xenobiotik jsou organické slouceniny
syntetického puvodu. Ty jsou velice Casto soucasti odpadového hospodaistvi velkych
prumyslovych podnikd. V ojedinélych pfipadech jsou slouceniny vypoustény do okolniho
prostiedi a zamotuji tim piilehlou oblast. Zemédélska puda lezici v blizkosti primyslovych
podniki je poté prosycena organickymi xenobiotiky s vysokou biologickou dostupnosti
a toxicitou.

Tteti velkou skupinou xenobiotik jsou agrochemikalie antropogenniho paivodu. Casto jde
o latky, které jsou velmi Spatné rozlozitelné a maji dlouhy polocas rozkladu. To znamena, ze
v zivotnim prostiedi zlstavaji pfitomné dlouhou dobu. Biotransformace téchto latek je slozita
a u nekterych typu slouCenin je naprosto vyloucena.

Velké prumyslové spolecnosti se v dnesni dob€ snazi vyvijet chemické latky tak, aby
v piipadé, ze se stanou xenobiotiky, byl jejich Skodlivy dopad na zivotni prostfedi co nejmensi
a aby pripadna biodegradace probihala snadnéji. Mnohdy jsou nové vzniklé latky ekologicky
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naprosto neskodné. I pies veSkeré snahy je mnozstvi téchto latek v biosféfe znacné a zatéz
s nimi spojena, je velkym problémem (Katayama et al. 2010).

3.2.1 Metabolismus a biotransformace xenobiotik v lidském téle

Xenobiotika se mohou do lidského organismu dostat riznymi zptisoby. Castou branou
vstupu je travici trakt, kdy jsou Skodlivé latky pozieny v konzumovanych potravinach. Dale je
mozné Skodlivé latky vdechnout, pak je vstup zajistén respiracni cestou, nebo mohou vstoupit
do téla pokozkou, tedy dermélni cestou. V zavislosti na dobé expozice se lisi toxicita pro lidsky
organismus. V pripadé€ akutni toxicity nasleduje bezprostiedni odezva organismu. Tento druh
toxicity je disledkem primého kontaktu s danou latkou v relativné vysoké koncentraci. Naopak
u chronické toxicity je pro odezvu organismu nutné delsi casové obdobi. Toxicky ucinek je
zpusoben kumulaci, tedy nahromadénim xenobiotika ve tkanich. Organismus je vétSinou
vystaven pusobeni organickych polutanti v nizké koncentraci, ale po delsi Casové obdobi.
U nékterych latek maze Gcinek pretrvavat i po jejim odbourani a vylouceni z organismu.

Xenobiotikum muze projit lidskym télem riznymi zptisoby. Muze byt vylouceno bez
zmény chemické struktury, mize dale pretrvavat v nezménéné podobé€, muze byt spontanné
chemicky pfeménéno nebo muze dojit k enzymatickému metabolismu daného xenobiotika.
Nasledné dochazi k exkreci latky z organismu. Nejcastéji jsou latky vyluCovany moci, dale pak
pomoci vykalti nebo dychanim. Spontanni chemicka transformace neni pfili§ Casty zptisob
pricchodu organismem. Cast&ji byvaji xenobiotika degradovana pomoci substratu. V takovém
ptipadé dojde k navazani dané latky na nosi€ a ta je nasledné spolecné€ s nosicem odstranéna
z lidského tela. DalSim postupem je pouziti enzymatického aparatu téla. Existuji enzymy
s absolutni specifitou, které katalyzuji preménu pouze daného xenobiotika. Mnohem casté&jsi je
ale specifita skupinova, kdy jeden enzym katalyzuje pfeménu latek, které jsou strukturné
podobné. V prubehu degradace xenobiotika se mize toxicita zvySovat, ale Castéjsi variantou je
snizeni toxicity a v nékterych piipadech téz aplné vymizeni toxickych ucinki (Croom 2012).

Degradace xenobiotik pomoci enzymatického aparatu je v lidském téle nejCastéj§Sim
zpusobem degradace. Nejdilezité€j§im mistem pro transformaci xenobiotik jsou jatra, ale
enzymy schopné pfemény xenobiotik jsou ve vSech tkanich téla. Dal§imi eliminacnimi organy
jsou plice, travici trakt, nebo ledviny (Bhatt et al. 2019). Otravy urcitym xenobiotikem zvysi
koncentrace enzymu, které se ucastni jeho degradace, pouze v misté poskozeni. Timto
zpusobem lze urcit lokalitu, kterou dané xenobiotikum poskozuje (Croom 2012). V piipade
traviciho traktu je transformace xenobiotik kromé enzymu spojena také se stievni mikrobiotou,
ktera cely proces zasadn€ ovliviiuje. SpoleCenstvi mikroorganisma gastrointestinalniho traktu,
které je pro kazdého jedince originalni, je samo schopno urcité Skodlivé latky pretvaret a tyto
latky posléze vylucCovat stolici. Poskozeni stfevni mikrobioty mize mit fatalni vliv na hostitele.
Schopnost detoxikace latek, ale i spravné fungovani traviciho traktu jsou na mikrobioté zcela
zavislé (Koppel et al. 2017).

Enzymatickou transformaci délime do dvou fazi:

Prvni faze biotransformace je udavana jako pfeména xenobiotika na latku, ktera ma vice
konjugacnich mist. Takového procesu se dosahuje odebiranim nebo pfipojovanim funkcnich
skupin ke struktuie xenobiotika. Na celém procesu se podileji enzymy, které jsou zodpoveédné



za zménu funkcnich skupin. Mezi tyto enzymy patfi napiiklad monooxygenazy, hydroxylazy,
dehydrogenazy, nebo epoxidazy.

V piipade, kdy jsou latky po prachodu prvni fazi stale malo polarni, jsou prevedeny do
druhé faze biotransformace. Zde se latky spojuji s kyselinou glukoronovou za vzniku glukosida
nebo s kyselinou octovou, glycinem ¢i glutaminem. Ve chvili, kdy se latka takto navaze, stava
se vysoce polarni a mize byt z t€la odvedena. Mezi enzymy druhé faze patii hlavné transferazy,
jako napftiklad glutathion S-transferaza, sulfotransferaza nebo methyltransferaza.

Samotné vylouceni je zprostiedkovano pasivnim nebo aktivnim transportem. Je to dano
formou, ve které je xenobiotikum z téla vylouCeno. Eliminace hydrofilnich xenobiotik nebo
jejich metabolitd probiha v ledvinach a jsou z t€la vylouCena moci. Te€kavé latky jsou nejCastéji
vylu€ovany dychacimi cestami a xenobiotika metabolizovana v travicim traktu jsou z téla
odvadéna ve vykalech. Stejny zptusob eliminace maji i xenobiotika, ktera byla poziena, ale
nebyla travicim traktem vstfebana do krve (Croom 2012).

3.2.2 Pesticidy

Podle Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) , Pesticidem se
rozumi jakakoliv latka nebo smeés latek chemického nebo biologického puvodu, které jsou
urCeny k odpuzovani, niceni nebo kontrole jakéhokoliv skiidce nebo k regulaci ristu rostlin.
(“International Code of Conduct on Pesticide Management - Guidance on Pesticide Legislation
- Second Edition,” 2020). Role pesticidu v rostlinné produkci je pro zemeéd¢lce i spotiebitele
nenahraditelna. V zemédélstvi pomahaji se zvySenim kvality a produkce. Jejich uzivani s sebou
nicméné nese fadu problému a rizik. Mnozstvi pesticidu pouzitych v obdobi kolem milénia bylo
odhadovano na piiblizné 4 miliony tun ro¢n¢ pro cely svét. Pouze 1% z celkového mnozstvi ale
splnilo svij ucel (Singh et al. 1999). Cely proces vyroby i pouzivani pesticida je nutné mit pod
kontrolou. Pracuje se na vyvoji pesticidu, které podléhaji rychlé degradaci, nebo jsou v ochrané
rostlin vysoce specifické (Harris et al. 2001).

Pesticidy muzeme klasifikovat z hlediska zavaznosti dopadi na zivotni prostiedi do
nékolika skupin podle PPDB, tedy The Pesticide Properties DataBase (viz. Obrazek 2). Toto
rozdéleni je velice flexibilni a okamzité reaguje na nové poznatky zjisténé v ramci vyzkuma
hodnoceni rizik danych latek. Pro kazdou latku zahrnutou v této databazi jsou k dispozici také
informace o aplikaci, pouziti, ekotoxikologii, nebo o vlivu na lidské zdravi. Databéaze je vhodna
pro velkou skalu uzivatell, od zemédélch pouzivajicich dané pesticidy, az po konecného
spottebitele, ktery si zde mize vyhledat informace o zdravotnich rizicich daného pesticidu.
Soucasti doprovodnych informaci je 1 GUS, tedy Groundwater Ubiquity Score. Tato hodnota
je ukazatelem potencialu vyplavovani chemikalie do podzemnich vod. Tento parametr je velice
dulezity pro urceni schopnosti polutantu znecistovat vodni toky a tim i okoli, kterym podzemni
voda protéka (Lewis et al. 2016).

Zemédelstvi je velice dulezitym ekonomickym odvétvim. V rozvojovych zemich pracuje
v zemédé@lstvi stale nezanedbatelnd Cast obyvatelstva. Problémem v téchto lokalitach byvaji
Casto Spatné nastavené hygienické normy, legislativni limity a postupy prace, které maji za
nasledek vystaveni jednotlivet vysokym davkam pesticidi. Nejvice zasazenou skupinou jsou
pracovnici, ktefi s pesticidy manipulyji nebo snimi jinak pfichdzi do styku.



Toxicita téchto latek byva mnohdy vysoka, a proto se mohou objevit znamky akutnich 1
chronicky otrav (Tudi et al. 2021).
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Obrazek 2: Struktura The Pesticide Properties DataBase (Lewis et al. 2016)

Pro zajisténi bezpecnosti spotiebitele jsou stanoveny zakonné limity mnozstvi pesticidi,
které nesmi byt v potravinach piekroCeny (Zhang 2018). Rezidua pesticidi byvaji v ramci
legislativnich mezi, ale nelze zarucit jejich uplnou absenci. Proto se béhem procesu zpracovani
nebo v domacnosti vyuziva postupti dekontaminace. Piikladem takového postupu je naptiklad
omyti vodou nebo namaceni do solnych roztoka. U vSech dekontaminac¢nich technik je hlavnim
faktorem ovliviiujicim vysledek mnozstvi rezidui v dobé sklizné a typ pouzitého pesticidu.
Ze studii vyplyva, ze kontaminaci nelze eliminovat Uplné, avSak mnozstvi rezidui muzeme
vyrazné€ ovlivnit. Na kontaminaci ma vliv také druh potraviny a environmentalni podminky.
Chemicky dochazi v pribéhu dekontaminace k procesim spojenym s vyménou elektront jako
je oxidace a redukce. Stejné chemické déje jsou vyuzivany i v procesu bioremediace. Muze
vSak dochazet i k procesim hydrolyzy nebo fotolyzy, tedy St€pnym reakcim za ptitomnosti
vody nebo absorpce svétla. Veskeré procesy spojené s degradaci pesticidi jsou pfisn€ hlidany
a v poskliziovych upravach je vzdy postupovano podle standardizovanych pravidel
(Bajwa & Sandhu 2014).

Pesticidy jsou levnou a ucinnou obranou proti skudcim, chorobam a plevelum. Existuji
vSak i nahradni moznosti, které nezatézuji zivotniho prostredi a lidské zdravi do takové miry.
Pozorovatelné vysledky pouziti alternativnich pfistupt v§ak budou vyzadovat mnoho let, nez
pesticidy v zasaZenych oblastech zcela degraduji. Vyuziti alternativnich postupti ma ale i sva
omezeni. Tim nejCastéj§im je sama technologie, ktera neni pfizptisobena globalnim
podminkam, a tak je jeji vyuzivani omezeno na malou oblast, ktera v celosvétovém méritku nic
neméni. Dal§im omezenim je velikost zeméde€lské plochy a klimatické podminky dané oblasti.
Alternativni pfistupy jsou spojeny také s reorganizaci procest péstovani. S tim samoziejmé
souvisi reorganizace lidskych zdrojii. Také financovani novych zafizeni mize byt v urcitych
oblastech velkou piekazkou. Reorganizacni procesy byvaji Casoveé narocné a ptuvodni postupy
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jsou v mnoha oblastech pevné zakotenény. I pfes vySe zminiované jsou alternativni piistupy
k pouzivani pesticida stale Cast€ji vyuzivany. Takovym postupem je napiiklad mechanické
hubeni plevele nebo péstovani vice plodin na stejné plose s riznymi pristupy k hubeni skudca.
Tim se stavaji jednotlivé plodiny odolnéjsi a celkovy vynos z pudy je vétsi. V opacném piipadé,
kdy je na daném uzemi nepfetrzité péstovana jedna plodina, ktera je oSetfovana jednim druhem
pesticidu, se pravdépodobnost rozsifeni Sktdcem, chorob ¢i plevelti zvySuje. Rovnéz se
podporuje vznik rezistence organismu k pouzivanym pesticidim (Meissle et al. 2010).

3.2.2.1 Rozdé¢leni pesticidi a jejich vliv na lidské zdravi

Pesticidy muzeme rozdeélit do tfi zakladnich skupin. Jsou jimi insekticidy, herbicidy
a fungicidy. Dé¢leni je urCeno podle druhu cilové skupiny organismu, ktery dana latka hubi.
Insekticidy jsou chemické nebo biologické latky, které hubi hmyz. Herbicidy hubi rostliny,
které jsou v misté péstovani nezadouci, a fungicidy jsou latky zabranujici rustu plisni a jinych
houbovitych chorob (Kumar et al. 2012). Nékteré druhy pesticidi mohou byt pro lidsky
organismus vysoce toxické a jejich poziti, vdechnuti nebo styk s kiizi mize vyvolat akutni ¢i
chronickou toxicitu organismu ¢i alergickou reakci. Mira odpovédi organismu je zavisla na
dobé expozice a koncentraci, které je organismus vystaven. Dulezitym faktorem je téz cesta,
kterou se latka do téla dostava. V piipadé pesticidi jde nejCastéji o oralni, inhala¢ni nebo
dermalni cestu (Sabarwal et al. 2018).

Mezi akutni pfiznaky otravy pesticidy patii ztraty koordinace, bolest hlavy, zavrat), tfes,
kieCe v bfise a s tim souvisejici nevolnost, respiracni potize nebo snizena srde¢ni frekvence.
Tyto pfiznaky se objevuji do 24 hodin po jednorazovém styku s pesticidem a davka, které byl
Clovek vystaven muaze byt velice vysoka.

Pfi chronickych otravach dlouhodobé dochézi k opakovanym expozicim. Koncentrace
pesticidu ale nebyva pfili§ vysoka. Nastup nemoci je pozvolny a mize trvat i nékolik mésicu
az let. U chronickych otrav muze toxicita probihat dvojim zptisobem. Pesticid je kumulovan
v malém mnozstvi v organismu, nebo je tkan poskozovana pti kazdém styku s nim. V takovém
ptipadé neni pesticid v téle zadrzovan a dochazi k jeho okamzité exkreci. Pfiznaky chronické
otravy jsou dezorientace, deprese, zmatenost, bolest hlavy, problémy s feci nebo nespavost.

Krom¢ akutnich a chronickych otrav muze pesticid v téle vyvolat také alergickou reakci.
Jde o obranny proces, ktery se projevuje u jedinci senzitivnich k dané chemické latce. To je
zasadni rozdil oproti akutnim a chronickym otravam, které jsou vyvolany u naprosté vétSiny
exponovanych jedinct. Stejné jako u chronickych otrav je pro alergickou reakci nutna
opakovana expozice. Pfi prvnim styku pesticidu simunitnim systémem dochazi ke
specifické diferenciaci lymfocytd a tvorbe protilatek, které jsou na pfitomnost daného pesticidu
citlivé. Tomuto procesu se fika senzibilizace. Pouze v pfipad¢€, kdy se styk s danou latkou
opakuje, dochazi v téle k uvolnéni histaminu a heparinu, ktery mé za nasledek viditelné projevy
alergické reakce. Mezi pfiznaky pfi dermalni cesté pruniku patii podrazdéni nebo zarudnuti
kiize, tvorba puchyid, a pii silnych alergickych reakcich i otevienych viedd. Pii styku s oima
a nosem muze dochazet ke kychani, svédéni nebo vytokiim. Mohou se projevit ale i mnohem
nebezpecnéjsi alergické reakce jako je astmaticky zachvat nebo systémovy Sok
(Kumar et al. 2012).



Prokazano je také spojeni mezi expozici pesticidim a vyskytem rakoviny. Zvysené riziko
a nachylnost je spojovana s t€hotnymi zenami a détmi. Nelze ale tvrdit, Ze vyskyt rakoviny
z pesticidi je vyhradn€ spojen s t€émito skupinami obyvatel. Mezi nejcastéjsi typy nadorového
onemocnéni patfi rakovina krve, lymfatickych uzlin, mozku nebo prostaty. Daéle je
neopomenutelnym rizikem tvorba chromozomalnich aberaci, tedy mutaci na genové trovni. Na
propuknuti rakovinového bujeni ma vliv velké mnozstvi faktord. Mezi tyto faktory patfi
napiiklad doba expozice, vlastnosti a koncentrace daného pesticidu, geneticka vybava jedince,
vliv prostiedi nebo rasa (Bassil et al. 2007).

3.2.2.2 Legislativa tykajici se pesticidu

V souvislosti s ochranou vefejného zdravi jsou pesticidy jednim z kontrolovanych kritérii
potravin a vody urené pro lidskou spotiebu. Legislativa Ceské Republiky je v tomto ohledu
plné podtizena legislativé Evropské unie. Ta pro zajisténi vysoké urovné ochrany obyvatelstva
stanovila hodnoty maximalni hladiny rezidui (MRL) pro pesticidy. Clenské staty Evropské unie
maji povinnost kontrolovat, zda nebyly tyto limity u vyrobku, které se dostavaji na jejich trh,
prekroCeny. Dokumentem, ktery se mnozstvim pesticidi v potravinach zabyva, je Nafizeni
¢. 396/2005 o maximalnich limitech rezidui pesticidii v potravinach a krmivech rostlinného
a zivoCisného puvodu a na jejich povrchu a o zméné smémice Rady 91/414/EHS. Tento
dokument udava zakladni hodnoty mnozstvi pesticidi v potravinach, postupy ufednich kontrol
a mozné sankce. Celkové je MRL udavano pro vice nez 1300 pesticidi, které jsou uvedeny
v prilohach dokumentu. Zakladni hodnota MRL je stanovena na 0,01 mg/kg urené potraviny.
V piipadé€ nového pesticidu, a tedy prvniho stanoveni MRL se muze hodnota lisit. Tato prvotni
hodnota je ale pouze doCasna a musi byt nasledné prezkoumana do konkrétni casové lhaty. Za
hodnoceni MRL pro nové pesticidy a prezkoumani limitd stavajicich pesticida je zodpovédny
Evropsky urad pro bezpecnost potravin (EFSA) (European Commission 2005).

EFSA ze ziskanych vysledkd pak kazdorocné vytvari zpravu, ktera udava mnozstvi
pesticidi v potravinach naméfené v jednotlivych statech. Dale jsou v této zpraveé porovnany
vysledky jednotlivych ¢lenskych stati a vysledky jednotlivych skupin Skodlivych latek.
Z téchto vysledka jsou nasledné vytvorena doporuceni a budouci monitoring, ktery by mél byt
Clenskymi staty dodrzovan, aby byly hladiny pesticidd v potravinach i nadale snizovany
(Carrasco Cabrera & Medina Pastor 2021). Pro budouci monitoring budou v ramci Evropské
unie upraveny pocty vzorka z jednotlivych clenskych zemi. Ty by meély byt umérné poctu
obyvatel v dané zemi. V této chvili jsou poCty vzorku ptid€lovany na zaklad€ spotieby potravin
a tento udaj je Casto velice zavisly na informacich, které Clenska zemé doda. To muze vést ke
zkresleni celkovych statistik tykajicich se dané zemé (Nutrition 2019).

Pro specifické skupiny obyvatel, jako jsou kojenci a malé déti, jsou hodnoty MRL
v potravinach jim urCenych nastaveny pfisnéji a jsou pro né vytvoreny samostatné smérnice.
Témito dokumenty jsou naptiklad Smérnice 2006/125/EC o obilnych a ostatnich pfikrmech pro
kojence a malé déti a Smérnice 2006/141/EC o pocateCni a pokraCovaci kojenecké vyzive
a 0 zmén€ smérnice 1999/21/ES (Carrasco Cabrera & Medina Pastor 2021).
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Kromé potravin je v Evropské unii mnozstvi pesticidii monitorovano také ve vode. Timto
problémem se zabyva Smérnice evropského parlamentu a rady 2020/2184 o jakosti vody uréené
k lidské spotiebé. Nejvyssi mezni hodnota mnozstvi pesticidi a jejich metabolitt je stanovena
na 0,10 pg/l. Samostatné urCovany jsou pouze metabolity latek, u kterych se 1ze domnivat, ze
jejich vlastnosti a paisobeni na lidsky organismus jsou srovnatelné s vychozimi latkami. Clenské
staty Evropské unie musi monitorovat u¢inné latky v pesticidech, které se ve vodnim systému
mohou objevit. Kazdy Clensky stat ma stanoveny své pesticidni latky, které se na jeho izemi
mohou vyskytovat. Kromé stanoveni jednotlivych ucinnych latek a jejich metabolitd je
stanovovana také hodnota ucinnych latek celkem. Tato hodnota musi byt nizsi nez 0,50 pg/l.
Jedna se o soucet hmotnosti vSech ucCinnych latek, reakcnich produkti a relevantnich
metabolitt, které byly zjistény v pfedchozim monitoringu separované (Owen 2021).
Ministerstvo zdravotnictvi také pravidelné aktualizuje seznam nerelevantnich metabolitl, které
se do celkového sou¢tu nezapocitavaji. Mnozstvi téchto metabolitd tedy muze byt podle
vyhlasky vyss§i. Mezni hodnota je pro né udavana v rozmezi 1 — 6 ug/l (Vyhlaska ¢. 83/2014
Sb. Vyhlaska, kterou se méni vyhlaska ¢. 252/2004 Sb., kterou se stanovi hygienické pozadavky
na pitnou a teplou vodu a Cetnost a rozsah kontroly pitné vody, ve znéni pozd€jSich predpisu
2014).

3.2.3 Léciva

Léciva jsou v poslednich letech velice Castym tématem v souvislosti s kontaminaci
zivotniho prostiedi. Védecka obec mluvi o 1éCivech a nelegalnich drogach jako o nové skupiné
kontaminanti antropogenniho puvodu. Pozitivni vliv 1é¢iv na zdravi cloveéka je
neoddiskutovatelnym faktem. Jejich vyluCovani do okolni biosféry ale vytvari velkou zatéz.
to neni medicinsky podlozené a nutné. To vede k nechténému pusobeni v daném organismu,
a nasledkem mohou byt az zdravotni problémy. Léciva se mohou do biosféry dostavat
v nezménéné formeé nebo jako metabolity, které byly vylouCeny z lidského téla. Obé tyto
skupiny jsou pro biosféru velkou zaté€zi. Nachazeji se v povrchovych i podzemnich vodach
a mohou tak kontaminovat Siroké okoli. Nejc¢astéjsi cestou, jak se 1éCiva do vody dostavaji byva
jejich pritomnost v komunalnich vodach. Pfi Cisténi odpadnich vod mize dochazet k odstranéni
nékterych 1éCiv, velka Cast v§ak ve vode zustava. Faktory, které tento proces ovliviiuji, byvaji
fyzikalné-chemické vlastnosti rozpusténych latek, pouzitd technologie precisténi, nebo
klimatické podminky jako teplota a mnozstvi srazek v oblasti, kde se Cisticka odpadnich vod
nachazi (Kasprzyk-Hordern et al. 2009). Léciva pifi setrvani v biosfére ovliviiuji vodni
organismy, ale mohou se dostavat zpatky do obéhu i jako soucast pitné vody. V dusledku
nedokonalého piecisténi maji tedy sekundarni Skodlivy ucinek také na cloveka (Pal et al. 2013).
Neékteré z moznych cest, jak se 1éCiva dostavaji do pitné vody, jsou zndzornény na Obrazku 3.
Zde je jasné patrné, Zze kontaminace vodnich systému 1éCivy je komplexni problém, ke kterému
tak musi byt také pristupovano.
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Obrazek 3: Mozné cesty priichodu léciv do pitné vody (Heberer 2002)

3.2.3.1 Legislativa tykajici se 1éciv

Stejné jako pesticidy jsou i 1éCiva sledovanym kritériem v potravinach. Pro mnoho 1é¢iv
zatim zadna legislativa stanovena neni, protoze se tento problém zacal intenzivnéji feSit az
v pomérné¢ nedavné dobé. Evropska unie pro tuto oblast vytvorila Nafizeni Evropského
parlamentu a rady ¢. 470/2009 kterym se stanovi postupy SpoleCenstvi pro vymezeni limitu
rezidui farmakologicky ucinnych latek v potravinach Zivocisného pavodu, kterym se rusi
nafizeni Rady (EHS) €. 2377/90 a kterym se méni smérnice Evropského parlamentu a Rady
2001/82/ES a narizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 726/2004. V dokumentu je
popsan postup schvaleni nového 1éCiva, urCeni jeho referencni hodnoty MRL, postupy
stanoveni, provadéni kontrol a pfipadné vymahani sankci. Kazdé nové 1éCivo je zafazeno do
skupiny podle farmakologického ucinku dané latky. Pro nové 1éCivo je zjiStén prozatimni
maximalni limit rezidua, ktery musi byt nasledné v urCené Casové lhaté prezkouman. V piipadé,
ze 1écivo bylo uspésné prezkoumano, mu je urcena trvala referencni hodnota. Trvala hodnota
MRL neni stanovena v piipade, ze 1é¢ivo neni pro zivotni prostiedi nebezpecné nebo v piipade,
ze bylo zakazano 1écivo nadale pouzivat. Limitni hodnoty 1éCiv se na rozdil od pesticidit mohou
zasadné lisit. Je to dano mechanismem ucinku daného 1éCiva, druhem zvifete a surovinou, ve
které jsou rezidua lé¢iv prokazovana. Hodnoty se mohou pohybovat v rozmezi desetin az tisicin
mg/kg. Cely proces schvalovani a monitoringu 1é¢iv mé na starosti Evropskéa agentura pro
1écivé pripravky (EMA) (Barroso 2010).

Ve Smérnici evropského parlamentu a rady 2020/2184 o jakosti vody urcené k lidské
spotiebé se uvadi, ze by Clenské zemé& mely kromé pesticidi nové monitorovat také mnozstvi
relevantnich 1éCiv a jejich metaboliti. Léciva jsou podle této smérnice novou hrozbou
znecisténi vod urcenych k lidské spotiebé. Soucasti smérnice je postup, podle kterého by mél
kazdy Clensky stat posoudit riziko spojené s vyskytem daného 1éCiva, a v ptipadé zvySeného
rizika pfijmout napravna opatieni. Mista pro odbéry a postupy stanoveni jsou jasné definovany.
Dale by podle smeémice mél kazdy Clensky stat pracovat na zavedeni preventivni kroku, aby se
omezilo vstfebavani 1é¢iv do vodniho prostiedi (Owen 2021).
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3.3 Organické polutanty pouzité v experimentu jako donory elektronu

Organické polutanty pouzité v experimentu mohou slouzit jako donory elektroni pro
mikroorganismy béhem procesu bioremediace. K tomuto déji dochazi za ptistupu kysliku, ale
muze probihat také ve zcela anoxickém prostfedi. Pro nékteré mikroorganismy je oxidace
xenobiotik spojena se vznikem energie a uvoliiovanim uhliku. V pribéhu zvysSovani oxidacniho
Cisla dochazi k pfenosu elektronti na akceptory. Praveé tento prenos vytvaii dostupnou energii.
Energie vznikla tokem elektrond, je vyuzivana burikami mikroorganismi k metabolickym
pochodtim (Sutherland & Ralph 2019). Siroka substratova specifita nékterych mikroorganismd
umoziuje navazani xenobiotika na enzym. Pritomné xenobiotikum takzvané , soutézi‘
s primarnim substratem o napojeni na volné vazebné misto enzymu. Po tomto spojeni dochazi
k oxidaci a transformaci daného xenobiotika (Becker & Seagren 2010). Nize jsou podrobnéji
popsana jednotliva xenobiotika, ktera byla v experimentu pouzita jako donory elektrond.
Mikroorganismy tyto donory vyuzivaji béhem transformacnich procest v ramci bioremediace.
V zivotnim prostiedi jsou tyto latky pfitomny v mikrogramovych koncentracich. Pro nas
experiment ale budou koncentrace navyseny, aby byla nasledné mozna detekce.

3.3.1 Benzotriazole

Benzotriazole je heterocyklickd dusikatd sloufenina se sumarnim vzorcem CgsHsNj3
a chemickou strukturou vyobrazenou na Obrazku 4. V medicinské praxi je léCivem
s antimikrobialni aktivitou. Je vyuzivan hlavné pfi 1é¢bé plisiovych a bakterialnich chorob.
Antibakterialni ucinek je prokazan pro grampozitivni i pro gramnegativni bakterie. Dale ma
benzotriazole protizanétlivé a analgetické ucCinky (Briguglio et al. 2015). Ve vodé je latka dobte
rozpustna a velmi nebezpecnd. Pro vodni organismy je vysoce toxicka. Pii dlouhodobém styku
muize zpusobovat podrazdéni kaze nebo sliznice dychacich cest (Suma et al. 2011).
V zemédé€lstvi se benzotriazolové slouCeniny vyuzivaji jako aktivatory rustu rostlin.
V pripravcich slouzi jako dopliikova latka, ktera se podili na vyvoji a rastu rostliny. Ve
vysokych koncentracich ale rist naopak inhibuje. Benzotriazole vykazuje také vysokou
ucinnost v ochrané rostlin proti velké Skale bakteridlnich a houbovych onemocnénich
(Chang et al. 2017).

V disledku své chemické struktury je benzotriazole velice dobfe degradovan v prostiedi
s pridavkem dusi¢nanti nebo Zeleza. Béhem degradace muze dochazet nejdiive k odstépeni
vodiku ztriazolové skupiny a nasledné metylaci nebo dimetylaci zbytku slouceniny.
V prostiedi s dusicnany mize u benzotriazolu dochazet také k polymeraci jednotlivych molekul
(Liu et al. 2011).

Obrdzek 4: Chemickd struktura benzotriazolu (National Center for Biotechnology Information 2022)
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3.3.2 Diklofenak

Diklofenak je derivatem kyseliny benzoové se sumarnim vzorcem Ci4Hi1CIbNO». Jeho
struktura je znazornéna na Obrazku 5. Patii mezi nesteroidni protizanétliva 1é¢iva (NSAID)
a ma téz analgeticky a antipyreticky u¢inek. Béhem uzivani se mize objevit nezadouci vliv na
gastrointestinalni trakt. Ten maze vznikat i pfi dodrzeni davkovani (Salem-Milani et al. 2013).
Mnozstvi v zivotnim prostiedi je velmi vysoké, coz je dano Castym uzivanim a velmi dobrou
rozpustnosti ve vodé. Diklofenak je Sastym lé¢ivem i ve veterinarni péi. Zivocisné produkty
z 1éCenych zvirat mohou byt konzumovany az po uplynuti ochranné lhity. V pfipadé€ otravy
diklofenakem dochazi k akutnimu selhani ledvin a nasledné ke smrti jedince
(Bonnefille et al. 2018).

Degradace diklofenaku bez pfistupu kysliku by meéla podle dostupné literatury dobie
probihat v prostfedi s obsahem sirani a zeleza. Diklofenak bude nejdfive degradovan na
nitronovy radikdl a poté na chinonimin. Naslednd degradace zahrnuje kaskadu dalSich
chemickych procest, mezi které patii dekarboxylace, hydroxylace a mineralizace. Diklofenak
na zacatku své degradace odstépuje jeden elektron a vznika vySe zminény radikal. Tento

elektron je poskytnut prostfedi obsahujici sirany a toto prostredi je jeho akceptorem (Mahdi et
al. 2012).

Obrazek 5: Chemicka struktura diklofenaku (National Center for Biotechnology Information 2022)

3.3.3 Flukonazol

Flukonazol patii mezi azolova antimykotickd 1éCiva. Jeho sumarni vzorec je
Ci3Hi12F2N6O a jeho struktura je znazornéna na Obrazku 6. V praxi je vyuzivan pro 1écbu
kandidoz, tedy kvasinkovych infekci, které jsou zptisobené rodem Candida (Reboli et al. 2007).
Flukonazol ptsobi jako inhibitor syntézy ergosterolu. Ergosterol je sou¢asti bunééné membrany
a inhibice jeho syntézy je pro mikroorganismy smrtelna. Flukonazol mé fungistaticky ucinek.
Existuje zde vSak moznost ziskané rezistence na toto lécivo (Berkow & Lockhart 2017).
Flukonazol je kromeé lékafstvi vyuzivan i v zemédélstvi, kde je soucasti fungicidi. Také
v zemédélstvi je ale velice bézna rezistence, takze je vétSinou pouzivan ve smési s dal§imi
pesticidy, jejichz ucinek je zalozen na jiném principu (Doke et al. 2014).
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Podle dostupné literatury je flukonazol modelova latka, ktera by méla dobfe degradovat
v prostiedi obsahujici oxidy kovu, tedy také oxidy Zeleza a manganu. V pfitomnosti té€chto
akceptort elektronu budou nejprve odstépeny dvé triazolové skupiny a v naslednych krocich
degradace také vznikajici difluorbenzen. Kromé zeleza a manganu je mozné, jako vhodny
akceptor elektront pfi biodegradaci, pouzit také méd (Zhang et al. 2021)
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Obrdzek 6: Chemickd struktura flukonazolu (National Center for Biotechnology Information 2022)

3.3.4 Sulfamethoxazol

Sulfametoxazol je 1éCivo patfici mezi sulfonamidova antibiotika se sumarnim vzorcem
C10H11N305S. Uéinek tohoto 1éku je zaloZen na inhibici syntézy kyseliny listové u patogennich
bakterii. Zasadni ucinek ma pfti [é¢be infekci vyvolanych aerobnimi bakteriemi. Rezistence
mikroorganismi je vSak pro toto antibiotikum vysoka, proto je Casto podavano ve dvojici
s antibiotikem s jinym mechanismem uc¢inku. Nezadouci vlivy byvaji pozorovany ziidka
(Masters et al. 2003). Sulfamethoxazolem jsou 1éCeny prevazné infekce mocovych a dychacich
cest. Jeho ucinek je vyuzivan i pii infekcich traviciho traktu. Antibiotikum je pfedepisovano
i ve veterinarnim lékafstvi proti stejnym zdravotnim obtizim u zvifat (Dantas et al. 2008).

Podle predpokladu a literarnich zdroju by k nejrychlejsi degradaci této modelové latky
meélo dochéazet v prostiedi s pridavkem goethitu. Tento mineral bude vytvaret prostredi
s zelezitymi ionty, které budou vhodnymi akceptory. Sulfamethoxazole obsahuje ve své
molekule izoxazolovy kruh jehoz soucasti je skupina NO, jak je znazornéno na Obrazku 7. Jako
celek sloucenina velice ochotné degraduje v souvislosti se zménou oxidacniho Cisla Zeleza
v okolnim prostfedi (Mohatt et al. 2011).

Obrazek 7: Chemicka struktura sulfamethoxazolu (National Center for Biotechnology Information 2022)
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3.4 Akceptory elektronu pouzité v experimentu

V experimentu byly pouzity jako akceptory elektroni anorganické latky, které jsou
nejCasteji vyuzivany mikroorganismy v pfipadé, kdy biodegradace probiha bez pfistupu
kysliku. Tyto latky jsou schopné piijmou volny elektron z okoli a stavaji se tak terminalnim
akceptorem uvolnéného elektronu. Po pfijeti elektronu u té€chto latek dochazi k redukci, a tedy
ke snizovani oxidacniho ¢isla. Prijetim volného elektronu dochazi ke katabolickému d¢ji, ktery
se nazyva disimilace. Pfi tomto d&ji mimo jiné vznika energie, ktera je nutna pro metabolické
a dal8i procesy uvniti bunék mikroorganismu. V anaerobnim prostiedi je energeticka vytéznost
méne vyhodna nez v pfipade, ze k redoxnim reakcim dochazi za pfistupu kysliku. Vznikla
energie je dostacujici pro spravné fungovani bunék mikroorganismda, které tento princip vzniku
energie vyuzivaji. Za urCitych okolnosti ale vznikla energie nestai na rast a rozvoj kolonii
a v takovém piipadé dochazi pii vyCerpani danych organisma k uhynu (Schmidt et al. 2017).
Na schématu nize jsou znazornény oxida¢né redukéni reakce jednotlivych alternativnich
akceptoru elektront ku kysliku. Dale je z Obrazku 8 jasné patné, jaké akceptory elektront jsou
béhem transferu elektronti vyhodnéjsi pro ziskani vétsiho mnozstvi energie, ktera muze byt
mikroorganismy vyuzita.
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Obrazek 8: Schéma zndzornujici oblasti ticinnosti alternativni akceptory elektronii a jejich porovnani
2 hlediska zisku energie (Norris et al. 2017)

3.4.1 Dusik

Urcité druhy mikroorganismi vyuzivaji dusik jako terminalni akceptor elektront.
Nejcastéji byva ze sloucenin dusiku vyuzivany dusi¢nany. Na membranach téchto organismu
je navazan enzym nitratreduktasa, ktera umoziuje pfijem energie a nasledny rast organismu
v pritomnosti dusi¢nanti v anaerobnim prostredi (Nishimura et al. 2007). Jako navazujici proces
k redukci dusi¢nanti muze byt pfipojena pieména dusicnand na dusitany. Jsou popsany dveé
skupiny mikroorganismu, které dusi¢nany a dusitany vyuzivaji jako terminalni akceptory
elektrond. Prvni skupina mikroorganismii dokaze pro vznik energie pouzit obé€ tyto latky.
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Ta druha je vazana pouze na pfitomnost dusitand. Piipadné dusi¢nany v prostfedi nejsou
schopné tyto mikroorganismy nijak vyuzit (Guisasola et al. 2009). Proces, kdy je terminalnim
akceptorem elektronu dusi¢nan, se nazyva denitrifikace. Dochazi k pfeméné dusi¢nanti na
elementarni dusik. Tato pfeména velice Casto probihd pfes meziprodukty, kterymi byvaji
dusitany, oxid dusnaty a oxid dusny (Algar & Vallino 2014).

3.4.2 Sira

Sira je dal§im prvkem, ktery muze byt vyuzit jako akceptor elektronu v ptipad€, ze se
mikroorganismy nachézeji v prostiedi bez kysliku. Mikroorganismy vyuzivajici k ziskani
energie siru jsou striktn€ anaerobni. NejCastéji byva slou¢eninou vyuzitou jako akceptor siran,
sifi¢itan, thiosiran nebo elementarni sira. Tyto slouceniny jsou redukovany na sulfan nebo
sulfidy (Tebo & Obraztsova 1998). Jednim z membranovych enzymu, ktery tento proces
redukce zajistuje je sulfitreduktaza. Enzymu, které se na desulfurikaci podileji je ale cela fada.
Je to dano velkym mnozstvi sloucenin s riznymi oxidac¢nimi Cisly, ve kterych se sira muze
v prostiedi objevovat (Steuber & Kroneck 1998). Béhem procesu desulfurikace vznika energie,
ktera je mikroorganismy dale vyuzivana. Alternativné jsou schopné mikroorganismy redukujici
siru vyuzit jako zdroj energie také oxid uhlicity, tako reakce je ale z pohledu termodynamiky
nevyhodna (Venkata Mohan et al. 2013).

3.43 Zelezo

Zelezo je jednim z kovovych prvkd, které se stejnd jako sira nebo dusik mohou G&astnit
biodegradacnich procest jako akceptor elektroni. NejCastéji se zelezo, schopné pohltit
elektron, nachéazi v oxidacnim stavu +3, tedy jako zelezity kation ve slouceniné s oxidem. Po
redukci, pii které vznika energie dostupna mikroorganismum, je zelezity kation pfeménén na
zeleznaty kation. V tomto oxidacnim stavu se miize akumulovat a vznika magnetit nebo siderit.
V anaerobnim prostfedi jsou mikroorganismy redukujici zelezo Casto také ty, které redukuji
siru v anaerobnim prostfedi. Existuje tedy tzka vazba mezi mikrobialnimi metabolismy
a pritomnosti téchto dvou prvki (Lovley et al. 1993). Kromé siry je redukci zeleza mozné spojit
s vy88im vyskytem dusiku. U nékterych druhti hub je pomocnym enzymem, ktery se ucastni
redukce Zeleza, nitratreduktasa. Stejny enzym, ktery je hlavnim redukénim enzymem dusi¢nant
na dusitany a dalsi dusikaté slouceniny (Ottow & von Klopotek 1969).

Slouceninou zeleza pouzitou v experimentu jako akceptor elektronu byl goethit. Jedna se
o pudni mineral, ktery byva velice Castou slozkou rud a sedimentu. Chemicky je goethit alfa
oxid-hydroxid zelezity, tedy latka se sumarnim vzorcem o-FeOOH (Liu et al. 2014).

3.4.4 Mangan

Dalsim prikladem kovového prvku, ktery je vhodny jako akceptor elektront
v anaerobnim prostiedi je mangan. Vhodnou formou jsou slouceniny s kyslikem, kde se
mangan nachézi ve ¢tyfmocném oxida¢nim stavu. Pfipadnou redukci se jeho oxidacni stav méni
na dvojmocnou nebo trojmocnou formu. Redukce manganu muze probihat jak za anaerobnich,
tak aerobnich podminek. Neni ale snadné jednotlivé mikroorganismy redukujici mangan
striktné rozdélit na zakladé téchto dvou skupin. Stejné jako u Zeleza je 1 u manganu jeho
pfemeéna spojena s pfeménou organické hmoty a tudiz uhliku. Mechanismy redukce jsou u obou
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druhi mikroorganismu velice podobné. Urcité druhy dokonce dokazi vyuzit jako akceptor
elektronu oba prvky, tedy mangan i zelezo (Myers & Nealson 1988). Redukce manganu Casto
konc¢i jeho vysrazenim a néaslednou tvorbou rodochrozitu, tedy uhli¢itanu manganatého. Snizeni
oxidac¢niho Cisla muze probihat dvéma zptusoby. Mize dochazet ke dvéma jednoelektronovym
pfenosim, nebo k jednomu dvouelektronovému pienosu. Tento jev je zavisly na pouzitém
reduk¢nim ¢inidle a na meziproduktech vzniklych redukci (Luther 2005).

Pro experiment byl jako akceptor elektronu wvyuzit birnesit. Chemicky se jedna
o hydratovany oxid manganicity, tedy latku se sumarnim vzorcem MnO,.nH>O. V puadach,
horninach a sedimentech je tato krystalickd latka hlavnim manganovym mineradlem
(Post & Veblen 1990).

3.5 Tranzitni zona

Tranzitni zéna je mistem, kde miZe probihat bioremediace polutantt jako jsou pesticidy
nebo 1éciva. Tento pojem ma mnoho vyznami, v souvislosti s bioremediaci je ale stézejni
vysvétleni jako prechodova oblast uvnitt vodniho ekosystému, kde se nachazi rozhrani mezi
vodnim sloupcem a sedimentem. V tomto misté dochéazi ke stfetu oxického a anoxického
prostfedi. Jako prostfedi obsahujici kyslik je zde brana voda, sediment je pak vniman jako
prostfedi bez obsahu kysliku, 1 kdyz svrchni vrstva sedimentu je jesté prosycena kyslikem.
Sedimentové rozhrani neni striktn€ oddéleno a hloubka této prosycené okysliené vrstvy zavisi
mimo jiné na slozeni sedimentu a jeho hrubosti. Zvlasté pak hrubost sedimentu je podminéna
pfitomnosti proudéni vody a ¢innosti zivo€ichl. V pfipadé, ze jsou tyto faktory pfitomny, se
hrubost sedimentu snizuje a tim je ovlivnén prichod kysliku do jeho spodnéjsich vrstev. Dal§im
faktorem, ktery ovliviiuje okysli¢eni sedimentu je hloubka, ve které se sediment nachazi. Kyslik
se do povrchovych vrstev sedimentu dostava molekularni difuzi. V pfipadé sedimentu, ktery je
ve velkych hloubkach, je pruchod kysliku vétsi a okysliCeni pronika i nékolik centimetrd do
vrstvy sedimentu. Naopak u sedimentu jezer nebo vodnich ploch s malym vodnim sloupce
kyslik prochazi pouze do milimetrovych vrstev. Je to dano poctem mikroorganismd, které se
ve svrchnich vrstvach sedimentu mnozi a spotfebovavaji kyslik ke svym zivotnim funkcim.
Mikroorganismy v mistech, kde je vodni sloupec mensi, maji mimo kysliku také lepsi ptistup
ke slune¢nimu zafeni. Aktivita mikroorganismi je tedy vétsi nez u téch, které pristup ke zdroji
zafeni nemaji.

Mnozstvi kysliku ovliviluje rozmanitost pritomnych mikroorganismi. Podle nasyceni
vrstev sedimentu kyslikem jsou tyto vrstvy osidlovany rdznymi druhy mikroorganismi, u
kterych je zavislost na kysliku rozdilna. Tranzitni zona je neustale se rozvijejicim dynamickym
ekosystémem, kde neni nikdy ustalena rovnovaha, a mnozstvi a pestrost mikroorganismi se
neustdle méni. Mikroorganismy se ve vrstvach pohybuji, zanikaji a mohou se zrodit i nové
druhy. Studie ukazuji, ze na okrajich tranzitni zony mohou byt v pfipad€é rozhrani vody
a sedimentu pfitomny 1 anaerobni mikroorganismy. Jejich pocty jsou vSak pochopitelné nizsi
nez u aerobnich mikroorganismi. Stejné druhy mikroorganismi odebrané z tranzitnich zon
v malych a velkych hloubkach jsou téz rozdilné. U anaerobnich mikroorganisma z mensich
hloubek je adaptace na kyslik vyrazné€ lepsi, nez u stejnych mikroorganisma odebranych ve
veétsich hloubkach (Brune et al. 2000).
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3.5.1 Mangan-redukujici mikroorganismy

Mangan je esencialni stopovy prvek, ktery se Gi¢astni mnoha enzymatickych reakci. Casto
je spojovan sreakcemi, kterych se ucastni i kyslik, jako je napfiklad fotosyntéza.
Mikroorganismy jsou schopné tento prvek v redoxnich reakcich oxidovat a také redukovat. Jsou
tedy nedilnou soucasti jeho cirkulace v biosféfe. Mangan se v prirodé nejcastéji objevuje ve
formé oxidi manganu jako oxid manganicity (Gounot 1994) .

Vyuziti manganu jako akceptoru elektroni je soucasti disimilacnich procest
v mikroorganismech. Jedna se o vicestupiiovy proces, pii kterém je makromolekularni
organicka latka premeénéna na jednodussi nizkomolekularni organickou nebo anorganickou
latku. Pti tomto kaskadovém dé&ji dochazi k uvoliiovani energie, ktera je nasledné dostupna pro
mikroorganismy. Metabolickou redukci manganu jsou schopné provadét dveé skupiny
mikroorganismti. Prvni skupinou jsou fermentacni bakterie, které metabolizuji oxidovany
mangan. Tato skupina se vSak na celkové redukci manganu podili maximalné z 5 %. Zbytek
redukce je zajistén pomoci respiracnich organismu, které ¢astecné nebo uplné oxiduji mangan
jako akceptor elektroni. Mezi fermentujici bakterie, které dokazi redukovat mangan, fadime
napriklad nékteré druhy rodu Bacillus. U urcitych druhti tohoto rodu bylo zjisténo, Ze mohou
mangan v redoxnich reakcich jak redukovat, tak oxidovat (Cerrato et al. 2010). Skupina
respiracnich organismil vyuzivajicich mangan jako akceptor elektronli zahrnuje naptiklad
bakterie Shewanella putrefaciens a Geobacter metallireducens (Thamdrup 2000).

Mezi mangan-redukujici organismy patii prevazné bakterie, avsak tuto schopnost mohou
mit také houby nebo plisn€. Organismy castnici se na redoxnich reakcich manganu mohou byt
ve vztahu ke kysliku vysoce aerobni, ale 1 striktné anaerobni. Mangan-redukujici
mikroorganismy jsou v pfirodé mnohem castéjsi nez mikroorganismy, které mangan oxiduji.
Dale je u téchto organismu Casto spojena redukce manganu s redukci Zeleza. Mechanismy
redoxnich reakci mohou byt pro mangan a pro Zelezo stejné, ale mohou se také vyznamné lisit.
Redukce manganu je spojena s poklesem pH (Gounot 1994).

Mikroorganismy schopné redukovat mangan musi byt na tuto redukci vhodné vybaveny.
V sedimentu se nachazeji vétSinou ve spodnéjSich Castech tranzitni zony a lze tedy
predpokladat, ze vétsSinou pujde o redukci bez pfistupu kysliku. Mikroorganismy redukujici
mangan musi byt vybaveny specifickym extracelularnim aparatem, ktery jim umozni kontakt
a naslednou manipulaci se slouCeninou manganu. Téchto déju je vétSinou dosahovano za
pomoci enzymu (Nealson & Myers 1992). Organismus ma k dispozici specializované
enzymatické drahy, které jsou indukované. Mnozstvi enzymu tedy zavisi na fyziologickych
podminkach uvniti buiky. V pfipadé, Ze jsou extracelularni i intracelularni podminky pro
organismus pfiznivé, jsou enzymy produkovany a mikroorganismus je schopny redukce
manganu. Podminkami ovliviiyjicimi produkci enzymu mohou byt faktory jako dostatek zivin,
energie, nebo priznivé teplotni a svételné podminky. Kromé enzymu se na redukci manganu
uvnitt bunky podileji také metaloproteiny nebo flavoproteiny. Vné bunék je proces redukce
podpoten cytochromem C (Ehrlich 1987). Extracelularni cytochrom C funguje jako
zprostiedkovatel prenosu elektroni mezi buiikou a manganem. Muze byt bud’ pevné navazan
na vnéjsi membranu buiiky, nebo mize byt burikou vylucovan a fungovat jako nosic i na delsi
vzdalenosti. V prostfedi buiky cytochrom C vychyta volné elektrony vzniklé oxidaci
xenobiotika a nasledné je odevzda manganu. Redukci a zménou oxidacniho Cisla na manganu
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vznika energie, ktera je nasledné bunkou pfijata. Tato energie je nejCastéji vyuzita k rastu
a dychacim procesim uvniti bunky (Thamdrup 2000).

Dulezitou roli v disimilacnich procesech hraje glukéza, ktera je uvnit bunék vyuzivana
jako zdroj energie potiebny pro uskuteénéni redoxnich reakci. Jeji spotfeba pfi redukci
manganu je 1,5x vétsi nez v obdobi, kdy organismus mangan neredukuje. Glykolyzou
v prubéhu redukce manganu pak vznika 4x vice pyruvatu a 1,5x vice laktatu nez v obdobi, kdy
k redukci nedochazi. Co se tyCe potiebné energie, je redukce manganu vysoce energeticky
narocny déj (Ehrlich 1987).

Mangan-redukujici mikroorganismy mohou byt velice uzite¢né pii biodegradacich
antropogennich xenobiotik. V naprosté vétsin€ pripadul je ale nutné zajistit anaerobni prostiedi,
jinak k rozkladdm za pomoci redukce manganu nedochazi. V ojedin€lych pripadech, kdy
k degradaci v aerobnim prostiedi dochazi, je vytéznost téchto reakci prakticky zanedbatelna.
Naopak biodegradace bez pristupu kysliku se jiz vyuziva v experimentalnich Ccistickach
odpadnich vod. Globalné vsak tato metoda vyuzivana neni a pro odstranéni xenobiotik jsou
pouzivany membranové filtrace nebo adsorpce na aktivni uhli. Divodem jsou stale jesté
nedostateCné prozkoumané metabolické procesy a vliv vzniklych metabolitd. U urcitych
xenobiotik mohou byt produkty biotransformace toxictéjsi nez latka, kterd do vodniho prostiedi
pronikla. Tato problematika byla jiz detailné popsana vyse. Urcité toxické metabolity mohou
diky své chemické struktuie nebo vysokym koncentracim dokonce usmrtit mikroorganismy
podilejici se na biodegradaci. Nékteré metabolity nejsou pro mikroorganismy toxické, ale pro
Cloveéka jiz ano. Rozklad na tyto latky je tedy ze zifejmych divodi neakceptovatelny
(Chander et al. 2015).
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4 Metodika

Nadobovy experiment je vyuzivanou metodou v piipad€, ze chceme stanovovat vliv latek
na urcity organismus. Touto metodou je mozné odhalit napfiklad metabolické produkty
organismu, nebo latky vznikajici degradaci. V pfipadé naseho experimentu byla pozorovana
degradace spojena s pfitomnosti mangan-redukujicich mikroorganismt. Zdrojem energie byly
Ctyti vybrané organické polutanty benzotriazole, diklofenak, fluconazol a sulfamethoxazol.

Cely experiment byl provadén v prostfedich s obsahem slou¢enin manganu, zeleza,
dusiku a siry. Pro navozeni prostfedi obsahujici mangan byl pouzit goethit. Pro porovnani
ucinku byly stejné organické polutanty degradovany také v prostiedi s obsahem zeleza. Tohoto
prostfedi bylo dosazeno pridavkem birnesitu. Dale pak prostiedi obsahujici dusi¢nany
s pfidavkem dusi¢nanu draselného. Pro prostiedi s obsahem sirand byl pouzit heptahydrat
siranu hotfecnatého.

Béhem celého pokusu byly ve vSech prostfedich méfeno pH, ubytek organickych
polutantl, celkovy uhlik, mnozstvi aniontd a mnozstvi rozpustnych kovu.

4.1 ZaloZeni experimentu

Cely experiment byl rozdélen do péti nezavislych skupin, podle daného akceptoru
elektronu. V kazdé skupiné bylo zahrnuto 15 nadob, jak je zobrazeno v Tabulce 3. V jedné
skupin€ akceptort bylo pak rozdé€leni nasledujici - Sest dvojic pro métreni pH, celkového uhliku,
mnozstvi aniontd a rozpustnych kovii. Méfeni té€chto parametrti bylo tedy mozné provést v Sesti
Casovych intervalech. Dale byla soucasti jedné sady nadoba na méfeni organickych polutantt.
Ta byla méfena nezavisle na ostatnich parametrech. Posledni byly dvé nadoby s abiotickym
sedimentem, které slouzily jako kontrola celého experimentu. Toto uspotradani je znazornéno
na Obrazku 9.

Bioticky sediment, modelova povrchova voda a abioticky sediment obohaceny o azid
sodny byly pfed zaCatkem experimentu natemperovany na teplotu 20 °C. Jako modelova
povrchova voda byla pouzita voda z mokfadu. Tento mokiad slouzi jako zdroj pro ¢isténi
destové vody. Abioticky sediment byl obohacen o azid sodny, ktery v tomto ptipadé slouzil
jako chemicky inhibitor ristu mikroorganismda.

Do odmérnych ban¢k bylo navazeno 50 mg kazdého polutantu, které bylo nasledné
dikladné rozmichano v 500 ml modelové povrchové vody. Poté byly vSechny organické
polutanty v roztoku prevedena do odmérné bariky s objemem 5 1. Bylo pfidano 13,6 g octanu
sodného a odmérna barika byla dolita na pozadovany objem. Octan sodny v pocatecni fazi
experimentu napomahal mikroorganismim s revitalizaci a slouzi jako zdroj uhliku. Pomoci
pH- metru bylo zméteno pH, které bylo v nasem ptipadé stanoveno na hodnotu 7,2. Toto pH
bylo idealni pro dal$i postup prace a zasobni roztok tedy jiz nemusel byt dale upravovan.

Zasobni roztok byl rozlit do 5 odmérnych ban¢k o objemu 1 I, kdy kazda byl zastupcem
jednoho akceptoru elektronu (dle Tabulky 2).
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Tabulka 2: Navazené mnoZstvi sloucenin pro jednotlivé akceptory elektronii

Roztoky akceptort elektronu

Mnozstvi piidanych slou¢enin v 1 1 zdsobniho roztoku

1. bez akceptoru / - pouze roztok octanu sodn¢ho
2. NOs 0,8 g KNO3

3.  Goethit (FeOx) / - pouze roztok octanu sodn¢ho
4. Birnesit (MnOx) / - pouze roztok octanu sodn¢ho
5. SO 4,93g MgS0, . TH,0

Tabulka 3: Celkové schéma experimentu

Obsahovany akceptor Typ sedimentu Funkce dané nadoby
Bioticky sediment
1.TA 1.1B
1.2 A 1.2B
1L3A 1.3B Dv¢ opakovani $esti odbérovych
1.4 A 1.4B intervali
1. skupina
bez akceptoru LSA 15B
1.6 A 1.6B
li Nadoba pro urCeni intervalu
nt N
odbéru
Abioticky sediment
I CTRLA |1 CTRLB| Abiotické kontrola
Bioticky sediment
2.1A 2.1B
22A 2.2B
23A 23B Dvé opakovani gesti odbérovych
24A 24B intervalu
2. skupina NOs 25A 2.5B
2.6 A 2.6B
i Nadoba pro urCeni intervalu
nt N
odbéru
Abioticky sediment
2CTRL A |2CTRLB | Abioticka kontrola
Bioticky sediment
3.1A 3.1B
32A 32B
33A 3.3B Dv¢ opakovani $esti odbérovych
34A 34B interval
3. skupina FeOx 35A 358
3.6A 3.6B
3i Nadoba pro urCeni intervalu
nt N
odbéru
Abioticky sediment
3CTRL A |3CTRLB | Abioticka kontrola
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Tabulka 3: Pokracovani celkového schématu experimentu

Bioticky sediment
4.1A 4.1B
42 A 42B
43A 43B Dvé& opakovani Sesti odbérovych
44 A 44B intervali
4. skupina MnOx 45A 45B
4.6 A 4.6B
4i Nadoba pro ur¢eni intervalu
nt N
odbéru
Abioticky sediment
4 CTRL A |4 CTRL B Abioticka kontrola
Bioticky sediment
5.1 A 5.1B
52A 52B
53A 53B Dv¢ opakovani $esti odbérovych
54A 54B interval
5. skupina SO4* 55A 55B
5.6 A 5.6B
T Nadoba pro ur¢eni intervalu
nt N
odbéru
Abioticky sediment
5SCTRL A |5CTRLB | Abioticka kontrola

Abioticka
kontrola

Dv¢ opakovani Sesti odbérovych intervali biotické kontroly Nadoba pro méfeni mnozstvi polutantii

Obrazek 9: Schéma rozloZeni nadob ve skupiné (viastni foto)

4.1.1 Priprava nadob s biotickym sedimentem

Bioticky sediment byl zbaven vody pomoci filtru. Néasledné bylo odmeétreno vzdy 20 ml
sedimentu a ten byl kvantitativné pfeveden do uzaviratelné nadoby. Takto bylo pfipraveno
celkem 13 uzaviratelnych nadob s pryzovou zatkou z jedné sady experimentu.
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V ptipadé skupiny s goethitem byl k sedimentu navazen na analytickych vahach 0,1 g
této latky. Ten byl poté kvantitativné preveden do nadoby pomoci 10ml roztoku octanu sodného
v automatické pipete. Stejnym postupem byla pfipravena také skupina s birnesitem.

Vsechny nadoby byly nasledné dolity na celkovy objem 60 ml. V piipadé 1., 2. a 5.
skupiny byl do nadob k sedimentu pfidavan pomoci odmérného vélce objem 60ml prislu§ného
roztoku akceptoru. V pfipadé 3. a 4. skupiny bylo pfidavano pouze 50 ml, protoze 10 ml bylo
pouzito na kvantitativni pfevedeni pevnych latek do nadob.

Po uzavteni byly nadoby prosyceny argonem. Ten vytvoril uvnit anoxické prostiedi pro
navozeni pozadovanych podminek pro degradaci.

4.1.2 Priprava nadob s abiotickym sedimentem

Abioticky sediment byl prefiltrovan a zbaven prebytecné vody. Z davodu piitomnosti
azidu sodného jako inhibitoru bylo pfi pfipravé sedimentu nutné vyvarovat se pouziti kovovych
nastroji. Ty mohly inhibicni uc¢inek snizit. Navazeny sediment byl kvantitativné pfeveden do 2
uzaviratelnych nadob. Stejné jako v pripadé biotického sedimentu byl do nadob pro skupinu 3
a 4 navazeno 0,1 g goethitu nebo birnesitu.

Do zbylého objemu zasobnich roztokt s octanem sodnym a v piipadé skupin 2 a 4 také
s akceptory elektronii bylo pfidano 100 mg azidu sodného. Roztok byl peclivé promichan
a nasledné bylo pomoci odmérného valce odméteno 60 ml tohoto roztoku a pridano do nadob.

Po uzavieni byly nadoby stejnym zptsobem prosyceny argonem, aby byly podminky
degradace v biotickém i abiotickém prostredi stejné.

4.2 Meéreni parametru

Z otevienych nadob oznacenych danym intervalem bylo pomoci injek¢ni stfikacky
odebrano 2,5 ml vzorku modelové povrchové vody. Nasledné byl na injekéni stiikacku nasazen
stiikackovy filtr PVDF 0,2um a 1 ml z celkového odsatého objemu byl pfes tento filtr
prefiltrovan do vialky. Tento objem byl urCen pro méfeni koncentrace organickych polutanta.
Zbyly objem, tedy 1,5 ml byl ptefiltrovan ptes tentyz filtr do Eppendorf zkumavky a byl
ponechan v termostatu pro ptipad, Ze by bylo nutné analyzu zopakovat.

Dale bylo z nadoby odebrano 45 ml vzorku modelové vody z mokiadu do injekéni
stiikacky. Tento objem byl prefiltrovan pres filtr Millipore Millex-GP PES 0,22 pm do koénické
zkumavky Falkon o objemu 50 ml. Z tohoto objemu byly pfipraveny a nafedény vzorky pro
meéfeni celkového uhliku, pro méfeni pfitomnosti anionti a rozpustnych kovd. Pro jeden
meéteny interval bylo pfipraveno 12 odmérnych ban¢k o objemu 50 ml. A podle kalibracnich
kiivek, jejichz rozsahy jsou znazornény v Tabulce 4, byly namichany roztoky pro jednotliva
méfeni.
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Tabulka 4: Tabulka rozsahu kalibracnich krivek pro tvorbu roztokii

Akceptor elektronu Rozsah (mg/l)
TC 1-100
TOC =TC-TI
IC 1-100
NO5 0,1-50
SO 01-50

Pro tedéni 1:10 bylo do odmérné bariky o objemu 50 ml napipetovano 5 ml vzorku
z konické zkumavky Falkon a objem byl dolit deionizovanou vodou po risku. Pro fedéni 1:50
byl do odmérné bariky stejného objemu napipetovan 1 ml vzorku a opét byl objem dolit po risku
deionizovanou vodou.

Dale bylo pripraveno 10 sklenénych zkumavek pro méfeni celkového uhliku (TC), 10
plastovych zkumavek pro méfeni aniontd a 10 koénickych plastovych zkumavek o objemu 15
ml s vickem.

Z pripravenych roztokl byl odebran do sklenénych zkumavek objem, ktery sahal cca 1
cm pod okraj zkumavky. Stejny postup byl zopakovan u plastovych zkumavek pro analyzu
aniontl. Do zkumavek pro méfeni rozpustnych kova bylo piesné napipetovano 10 ml roztoku
a nasledné 0,25 ml kyseliny dusicné. Kyselina dusi¢nad v tomto pfipad méla zabranit srazeni
kovu. Zbylych 10 ml vzorku bylo ponechano v nadobé a pomoci pH metru bylo zméteno pH.

4.2.1 Meéreni koncentrace organickych xenobiotik

Koncentrace degradujicich polutanti byla méfena pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) na analyzatoru Ultimate 3000. Autosamplerem bylo odebrano 20 pul
vzorku prefiltrované modelové povrchové vody do duté jehly. Pomoci hydraulickych pump byl
vzorek smisen s mobilni fazi a nastfiknut na pfedkolonu, ktera je kompatibilni s hlavni kolonou.
Hlavni kapalinova separa¢ni kolona HypersilTM Gold obsahuje reverzni stacionarni fazi C18.
Jde o kolonu s rozméry 250 mm x 4,6 mm a velikosti port 5 um. Béhem separace byla kolonova
komora udrzovéana na teploté 30°C. Mobilni faze byla tvofena octanem amonnym ve vode
o koncentraci 10mM s upraveny pH na 5,6 kyselinou octovou (faze A) a acetonitrilem (faze B).
Po pruchodu kolonou byl separovany vzorek poustén na UV detektor, kde byl zaznamenan
retencni ¢as jednotlivych organickych xenobiotik. Pislusné retencni ¢asy, vinové délky a meze
detekce a stanovitelnosti jsou zaznamenany v Tabulce 5.

Pro celou separaci byl zvolen gradientovy program:

0-1 min. 2% faze B a 98% faze A
33-35 min. 98% faze B a 2% faze A
40-45 min. 2% faze B a 98% faze A
Pratokova rychlost Iml/min
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Tabulka 5: Tabulka parametrii jednotlivych organickych xenobiotik pro HPLC analyzu

Nazev organického Retencni Cas Vlnova délka Mez
xenobiotika (min) (nm) detekce/stanovitelnosti
benzotriazol 12,4 260 0,01/0,05
flukonazol 13,7 260 0,1/0,5
sulfamethoxazol 14,2 275 0,01/0,05
diklofenak 19,7 275 0,005/0,01

4.2.2 Meéreni organického uhliku (TOC)

Mnozstvi organického uhliku bylo v nasem ptipadé méfeno pomoci analyzatoru Formacs
HT. Analyza byla zalozena na termickém spalovani organického uhliku na oxid uhlicity. Byly
meéteny organicka a anorganicka frakce a celkové mnozstvi uhliku ve vzorku. Autosamplerem
byl ze sklenéné zkumavky odebran objem 100 ul. Termické spalovani probihalo za
regulovaného pfistupu kysliku pfi teploté 950 °C ve sklenéné trubici. Takto ziskany uhlik byl
poté smichan s nosnym plynem, kterym bylo v naSem ptipadé helium. Nasledné byl trubickou
pfeveden na nedisperzni detektor infracerveného zafeni (NDIR). Tato technologie vyuziva
k detekci Sirokopasmovy vysilac, ktery je schopny vysilat vinové délky v infraervené oblasti.
Uhlik je schopny konkrétni Cast této energie pohltit. InfraCerveny senzor poté dokaze tyto
vinové délky zachytit a vydat signal, ktery je pfimo umérny mnozstvi plynem pohlcené energie.

4.2.3 Méreni pritomnych aniontu

Pritomnost a mnozstvi aniont vznikajicich z jednotlivych akceptora pii degradaci bylo
mozné stanovovat pomoci iontové chromatografie Metrohm 863 Basic IC plus. Princip
separace byl zalozen na silnych elektrostatickych silach mezi ionty v roztoku a ionexem.
Z plastovych zkumavek byl pro analyzu pouzit objem 20 pl. Stacionarni fazi byla v nasem
ptipadé anexova kolona Metrosep A Supp 5 — 150/4.0. Pied tuto kolonou byla nainstalovana
jesté predkolona Metrosep A Supp 5 Guard zabranujici pfipadnému poskozeni hlavni kolony.
Jako mobilni faze byl pouzit roztok uhli¢itanu sodného a hydrogenuhlic¢itanu sodného.
Roztokem pufru byl v naSem piipadé 0,1M kyselina fosfore¢na. Pfitomnost a mnozstvi byly po
separaci detekovany pomoci detektoru elektrické vodivosti. Ten méfi elektrickou vodivost
odseparovanych latek v roztoku mezi dvéma elektrodami, na které je privedeno stiidavé napéti.

4.2.4 Meéreni rozpustnych kovu

Koncentrace jednotlivych prvkd vroztoku byla méfena pomoci optické emisni
spektrometrie s indukéné véazanou plazmou na pfistroji Agilent 730. Autosamplerem byl
z plastové zkumavky odebran objem 10 ml, ktery byl nasledné zmlzen pomoci argonu
a spolecné s nim preveden do hotdku. Zde je udrzovana plazma o teploté 9 726.85 °C. Nosny
plyn je okamzité odpafen a ve vzorku dojde k excitaci elektronti na vyssi energetickou hladinu.
Zde jsou atomy nestabilni, takze se opé€t vraceji na pavodni energetickou hladinu a spolecné
s tim je emitovano svétlo o predem znamé vinové délce. Toto svétlo nasledné dopada na
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monochromator, kde je rozdéleno podle vinové délky a po rozdéleni je pousténo na CCD
snima¢. Ten prevadi intenzitu dopadajiciho svétla na elektricky signal.

4.2.5 Priprava nadob s biotickym sedimentem bez pridavku acetatu

Pro srovnani vysledka biodegradace v biotickém sedimentu byl vytvoien nadobovy pokus
také pro jednotlivé skupiny akceptorti bez pridaného acetatu, ktery by byl vyuzit jako zdroj
uhliku pro pfitomné mikroorganismy. Pfiprava nadob byla totozna, jako u piipravy biotického
sedimentu.

Pro kazdy akceptor byla vytvofena dvé opakovani, ze kterych byl injekéni strikackou
a dlouhou jehlou odebiran bez pfistupu kysliku opakované 1 ml vzorkupfitomné modelové
povrchové vody. Ten byl nasledné prefiltrovan pfes stiikackovy filtr PVDF 0,2um do vialky.
Takto pfipraveny vzorek byl nasledné podroben analyze pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatogratie (HPLC) na analyzatoru Ultimate 3000, kde byla méfena koncentrace
organickych polutantii. Postup a parametry méfeni byly analogické jako u vzorkl s acetatem.
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5 Vysledky

Béhem nadobového experimentu byly v modelové povrchové vodé méteny parametry pro
jednotlivé akceptory elektronti a organické polutanty vyuzité jako donory elektrond. Témito
parametry byla koncentrace organickych polutanti, mnozstvi organického uhliku a pH,
mnozstvi pfitomnych aniontti a ptitomnost rozpustnych kovi. Dale byly pomoci pocitacového
softwaru ModelMaker vypocitany charakteristické kinetické veli¢iny pro jednotlivé organické
polutanty. Témito parametry jsou rychlostni konstanta K a polo¢as rozpadu v pudé DT50. Dale
byl uréen koeficient determinace R? udavajici pfesnost modelu. Vechny tyto parametry by
mély byt ndpomocné pii zjisténi, jak jsou jednotlivd organicka xenobiotika degradovana
v prostiedich s pfidavkem rtznych akceptorti elektroni a jakym zpisobem by tedy v praxi
mohla probihat bioremediace téchto latek.

5.1 Koncentrace organickych polutanti v jednotlivych prostiedich
s pridavkem acetatu

Nejdalezit€jsSim meéfenym parametrem nadobového experimentu byla koncentrace
vybranych organickych polutantii pfitomnych v modelové povrchové vodé z mokiadu za
urcené Casové obdobi (7, 14, 21, 28, 35 a 45 dni). Béhem pokusu probihala v nadobach
degradace, ktera byla zprosttedkovana pfitomnymi mikroorganismy. Za pomoci
mikroorganismi dochazelo u xenobiotik k jejich oxidaci a tim také k jejich degradaci. Proces
degradace se tedy odrazi v koncentraci jednotlivych organickych xenobiotik pfitomnych ve
vzorcich modelové vody, které byly odebirany. Schopnost degradovat organicka xenobiotika,
a tedy snizovat jejich koncentraci v prostiedi je hlavni divod vyuziti mikroorganismi pfi
bioremediacnich postupech. Pravé pokles koncentrace jednotlivych organickych xenobiotik
poukazuje na biodegradacni schopnost pritomnych mikroorganismti. Namétrené koncentrace
jednotlivych polutantd jsou uvedeny v grafické podobé vzdy pro vSechna prostiedi s acetatem
aurCitym akceptorem elektronu. Déle je soucasti této kapitoly také srovnani konecnych
koncentraci v biotickém a abiotickém prostfedi. Pomoci téchto hodnot se da zjistit, jaké
prostfedi mélo nejvétsi vliv na biodegradaci daného organického polutantu.

5.1.1 Diklofenak

Na grafu €. 1 je zndzornéna koncentrace diklofenaku v zavislosti na Case v prostiedi
s acetatem a s jednotlivymi akceptory elektrond. Z grafu je patrné, Ze doslo v prvnich 5 dnech
k poklesu koncentrace u vSech typu prostiedi. Nasledné se jiz hodnoty koncentrace drzeli
stabilné. Nejvyssi pokles zaznamenal diklofenak v prostfedi s pfidavkem siranu, a naopak
nejnizsi pokles koncentrace byl zaznamenan u prostiedi s prfidavkem manganu.
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Graf 1: Koncentrace diklofenaku v zavislosti na case

1,05
1,00
0,95 -
—o—Kontrola
0,90 .
8] —- NOs
)
0,85 —h— FeOx
MnOx
0,80
=& 5042-
0,75
0,70 T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

t (dny)

5.1.2 Sulfamethoxazol

Graf ¢. 2 znédzorniuje koncentraci sulfamethoxazolu v zavislosti na Case v prostiedi
s acetatem a s jednotlivymi akceptory elektronl. Z grafu jasné vyplyva, ze nejrychlejsi pokles
koncentrace sulfamethoxazolu probihal v prostiedi s pfidavkem Zeleza. Prubéh této kiivky je
oproti ostatnim vyrazné€ rozdilny. Naopak nejniz§i pokles koncentrace byl pozorovan
v prostiedi s manganem. Odbouravani sulfamethoxazolu bylo prakticky stejné v siranovém
prostedi a v prostiedi bez pfidavku akceptoru elektronu.

Graf 2: Koncentrace sulfamethoxazolu v zavislosti na case
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5.1.3 Flukonazol

Na grafu €. 3 jsou vyobrazeny koncentrace flukonazolu v zavislosti na ¢ase v prostiedi
sacetatem a s jednotlivymi akceptory elektroni. Z grafu je patrné, ze nejvétsi pokles
koncentrace flukonazolu nastal v prvnich 5 dnech. V prostfedi se zelezem a siranem doslo
nasledné opét ke zvySeni koncentrace. V ostatnich tfech prostfedich méla kiivka koncentrace
dale velice podobny charakter.

Graf 3: Koncentrace flukonazolu v zavislosti na case
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5.1.4 Benzotriazole

Graf ¢. 4 znazornuje koncentraci benzotriazolu v zavislosti na €ase v prostiedi s acetatem
a s jednotlivymi akceptory elektrond. Stejn€ jako u ostatnich organickych polutantt byl nejvetsi
pokles koncentrace benzotriazolu zaznamenan v prvnich 5 dnech. Nasledné byla koncentrace
ve vSech prostfedich vyrovnana. Az ve 27 dni experimentu doslo k ubytku v prostfedi se
zelezem a ve 35 dni doslo k vyraznému ubytku v prostiedi s dusicnany. Prostredi s dusiCnany
je zaroven prostiedi vykazujici nejnizsi koncentraci benzotriazolu na konci experimentu.

Graf 4: Koncentrace benzotriazolu v zavislosti na case
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5.1.5 Srovnani kone¢nych koncentraci v biotickém a abiotickém prostiedi

Tabulka €. 6 zobrazuje konecné koncentrace jednotlivych organickych xenobiotik
v biotickém prostfedi, dale koncentraci organickych xenobiotik naméfenou v abiotickém
prostfedi a posledni sloupec vyjadifuje pomér téchto dvou cCisel. Toto srovnani poskytuje
informace o uCinnosti jednotlivych akceptorti elektront pii biotické degradaci vybranych
organickych xenobiotik. V pfipad¢, kdy je niz§i konecna koncentrace u biotického prostredi, je
také nizSich pomér Cisel ve srovnani a dany akceptor elektronu bude vhodny pro biodegradaci
daného organického polutantu. V takovém prostfedi bude bioticka degradace probihat snaze
nez degradace abiotické, tedy ta, pfi které nejsou zapojeny mikroorganismy. Z tabulky je
patrné, ze diklofenak byl nejlépe degradovan v prostiedi s pfidavkem zeleza. Stejné prostredi
je vhodné také pro biodegradaci sulfamethoxazolu. Flukonazol byl nejlépe degradovan
v prostiedi s pfidavkem manganu a benzotriazol v prostiedi s pfidavkem dusi¢nant.

Tabulka 6: Srovndni konecnych koncentraci jednotlivych xenobiotik v biotickém a abiotickém prostiedi

Akceptor Kor_le(“?né ’koncentrvacc? _K(_)nc?ntrace v Srovnani
elektomi v biotickém prostredi | abiotickém prostredi (Cbio/Cabio)
(mg/1) (mg/l)
Kontrola 0,83 0,85 0,98
NOs5 0,86 0,83 1,03
diklofenak | FeOx 0,79 0,83 0,96
MnOx 0,87 0,87 1,00
SO 0,80 0,82 0,98
Kontrola 0,52 0,88 0,59
NOs5 0,67 0,86 0,77
sulfamethoxazol | FeOx 0,02 0,87 0,03
MnOx 0,80 0,89 0,90
SO 0,47 0,88 0,54
Kontrola 0,94 0,95 1,00
NOs5 0,96 0,92 1,04
flukonazol | FeOx 0,98 0,94 1,04
MnOx 0,96 0,97 0,99
SO 0,99 0,95 1,04
Kontrola 0,87 0,90 0,96
NOs5 0,75 0,88 0,85
benzotriazole | FeOx 0,84 0,90 0,93
MnOx 0,88 0,92 0,96
SOs* 0,88 0,90 0,98
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5.2 Mnozstvi organického uhliku, namérené pH

Zmény mnozstvi organického uhliku v modelové vodé za jednotliva Casova obdobi byl
parametr, ktery mohl odrazet zmény mikrobialni biomasy. Déle bylo v tomto pfipadé pomoci
organického uhliku sledovano odbouravani acetatu. Hodnoty pH naméfené béhem odbéra
mohly rovnéz indikovat zmény uvniti mikrobialniho spolecenstva. Oba tyto parametry jsou
graficky znazornény pro jednotliva prostredi s ur¢itym akceptorem elektronu.

5.2.1 Koncentrace organického uhliku pro jednotliva prostiedi s urcitym akceptorem
elektronu

Graf ¢. 5 zobrazuje koncentraci organického uhliku v zavislosti na ¢ase v jednotlivych
prostiedich s pfidavkem acetatu a jednotlivych akceptort elektront. Grafické znazornéni
ukazuje jiz v prvnich dnech odchyleni kfivky a vyrazné snizeni koncentrace organického uhliku
v prostiedi s dusi¢nany oproti ostatnim typum prostiedi. Koncentrace ve zbylych prostiedich
se v prvnich dnech experimentu drzela blizko sebe a pfili§ se neménila. Nasledné ale doslo
v pribéhu dnt k vyraznym vykyvim v jednotlivych prostfedich. Koncentrace organického
uhliku se pfi ukonceni experimentu vyznamné liila pouze v prostiedi s pfidavkem dusi¢nan.

Graf 5: Koncentrace organického uhliku v zavislosti na case
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5.2.2 Namérené pH pro jednotliva prostredi s urcitym akceptorem elektronu

Na grafu ¢. 6 jsou vyobrazeny hodnoty namétfeného pH v jednotlivych prostiedich
s pridavkem akceptoru elektronti zavisly na Case. V zacateCnich fazich experimentu doslo
u vSech typu prostiedi ke zvySeni pH. Pouze prostiedi s pfidavkem manganu mélo ale neustale
stoupajici tendenci. V prostiedi s pfidavkem Zeleza a siranu po prvotnim narustu jiz k zadnému
vétSimu vychyleni nedoslo. V prostiedi bez pridavku akceptoru elektronti doslo k jednomu
mirnému poklesu kolem 27 dne, jinak byla hodnota pH relativné konstantni. V prostiedi
s pfidavkem dusi¢nant byl prvotni narGst nejvétsi, ale zaroveni doslo u tohoto prostiedi
v posledni fazi experimentu k nejvét§imu poklesu pH.
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Graf 6: Hodnoty pH v zavislosti na case
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5.3 Parametry prostiedi jednotlivych akceptoru elektroni

Doplitkovymi parametrem méfeni bylo urCeni mnozstvi relevantnich kovi a relevantnich
aniontd pro jednotliva prostiedi s urCitym akceptorem elektronu. Tato méfeni poukazovalo na
zmeény uvnitt prostiedi béhem biodegradace. Vyznamné anionty nebo kovy pro jednotliva
prosttedi jsou graficky znazornény.

5.3.1 Koncentrace dusi¢nanového aniontu pro jednotliva prostiedi s urcitym
akceptorem elektronu

Graf ¢. 7 znazornuje koncentraci dusi¢nanovych aniontti v zavislosti na Case v prostiedich
s acetatem a jednotlivymi akceptory elektront. Pouze v ptipadé prostiedi s pridavkem sirana
doslo k vyznamnému vychyleni kfivky koncentrace NO;. K prvnimu vychyleni doslo
v pocatecni fazi experimentu a druhé vyrazné zvySeni koncentrace bylo zaznamenano 35 den
experimentu. U vSech ostatnich prostedi doslo pouze k poklesu koncentrace NO3™ na témér
nulové hodnoty, a to jiz v pocatecni fazi experimentu.

Graf 7: Koncentrace dusicnanovych aniontii v zavislosti na case
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5.3.2 Koncentrace siranového aniontu pro jednotliva prostiredi s urcitym akceptorem
elektronu

Graf ¢&. 8 znazorfiujici koncentraci SO4* v zavislosti na ¢ase v prostedich s jednotlivymi
akceptory elektront. Z grafu je patrné, Ze koncentrace siranovych aniont byla nejvyssi
v prostiedi s pridavkem zeleza. Stoupajici tendenci méla koncentrace i v pfipadé prostredi bez
ptidavku akceptoru elektronti. V prostiedi s pridavkem dusi¢nant se koncentrace po dobu
celého experimentu prakticky nezménila. V prostiedi s pfidavkem manganu byla koncentrace
stabilni do 20 dne a nasledné doslo k vyznamnému zvyseni koncentrace siranového aniontu. Po
tomto zvySeni se ale koncentrace opét stabilizovala. Pouze v prostiedi s pfidavkem siranti doslo
ke snizeni pocatecni koncentrace siranovych aniontt.

Graf 8: Koncentrace siranovych aniontii v zdavislosti na case
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5.3.3 Koncentrace zeleza pro jednotliva prostredi s urcitym akceptorem elektronu

Graf ¢. 9 zndzorfiuje koncentraci Zeleza v zavislosti na Case v prostiedich s jednotlivymi
akceptory elektront. Z grafu je patrné, ze koncentrace zeleza se zvySovala u prostiedi
s pfidavkem Zeleza, siranu a v prostiedi bez pridavku akceptoru elektront. V prabéhu
experimentu ale u vSech téchto pripadi dochazelo k vyraznym vykyvam koncentrace v Case.
Naopak u prostiedi s pfidavkem dusi¢nan a manganu byla koncentrace Zeleza po dobu celého
experimentu prakticky nezmeénéna.

Graf 9: Koncentrace Zeleza v zavislosti na case
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5.3.4 Koncentrace manganu pro jednotliva prostredi s urcitym akceptorem elektronu

Graf ¢. 10 znazorfiuje koncentraci manganu v zavislosti na cCase Vv prostiedich
s jednotlivymi akceptory elektront. Pouze v prostiedi s pfidavkem manganu doslo v pocatecni
fazi experimentu k vyraznému zvyseni koncentrace manganu. Kolem 15 dne byla koncentrace
manganu nevyssi a nasledné doslo opét ke jejimu postupnému snizeni. U ostatnich prostiedi,
kromé¢ prostiedi s dusi¢nany, doslo ke zvySeni koncentrace ve 28 dni experimentu a po tomto
zvySeni jiz byl koncentrace stabilni.

Graf 10: Koncentrace manganu v zavislosti na case
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5.4 Vybrané kinetické parametry organickych polutantu

Jako veliciny charakterizujici chovani organickych xenobiotik byla vybrana rychlostni
konstanta a polocas rozpadu. Rychlostni konstanta vypovida o rychlosti, s jakou probihala
degradace vybranych organickych xenobiotik. Polo¢as rozkladu v pidé zase ukazuje, jaka je
odhadovana doba odbourani daného xenobiotika v pfitomnosti jednotlivych akceptor
elektrond. Jedna se o exponencialni pokles koncentrace v Case na zaklad€ prvniho kinetického
fadu. Pro porovnani byly veliiny vypocitany jak pro prostfedi s pridavkem acetatu, tak pro
prostfedi bez pfidaného acetatu. V piipad€, kdy koncentrace organického polutantu neklesala
a neslo tedy aplikovat model kinetiky prvniho fadu, jsou buiiky tabulek ozna¢eny symbolem X.

5.4.1 Kinetické parametry organickych polutantu v jednotlivych prostredich
s pridavkem acetatu

Tabulka €. 7 zobrazuje vypocitany polocas rozkladu pro jednotliva xenobiotika ve vSech
prostfedich s pfidavkem akceptoru a acetatu. Z hodnot je patrné, ze nejdelsi polocas rozkladu
ma benzotriazol, dale pak diklofenak a nejkrat$i dobu zlstava v zivotni prostiedi ptitomny
sulfamethoxazol. U flukonazolu nedoslo v zadném prostredi k takové zméné koncentrace, aby
mohl byt pouzit kineticky model prvniho fadu. U rychlostni konstanty je situace stejna.
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Nejpomaleji budou chemické reakce vedouci k degradaci xenobiotika probihat u benzotriazolu,
dale pak u diklofenaku a nejrychleji bude degradovan sulfamethoxazol. U obou kinetickych
parametrt l1ze pozorovat velké rozdily také v ramci jednotlivych prostiedi s riznymi akceptory
elektront. Z dostupnych dat ma vodné prostiedi s pfidavkem dusi¢nant nejdelsi poloCasy
rozkladu danych organickych xenobiotik.

Tabulka 7: Kinetické parametry organickych xenobiotik v prostiredich s pridavkem acetdtu

s pridavkem acetatu
Prostredi R : i
ychlostni . , Koeficient
Konstanta K, d” Smérodatna chyba determinace R2 DT50 (dny)
Kontrola X X X
NO: 0,004502 0,000791 0.31 153,98
diklofenak | FeOx 0,005964 0,000959 0,55 116,23
MnOx X X X X
SO,* * * X X
Kontrola 0,016056 0,001005 0,97 43,17
NOs 0,007270 0,000889 0.88 95.35
sulfamethoxazol | Fex 0,095647 0,004770 1,00 7,25
MnOx 0,005882 0,005882 0.74 117.84
S0 0,015868 0,000942 0.98 43.68
Kontrola X x X X
NO;5 X X X X
flukonazol FeOx X X - -
MnOx X X X X
SO,* * 5 X X
Kontrola X x X X
NOs 0,005250 0,000746 0.80 132,03
benzotriazole | peOx 0,004929 0,000671 0.72 140.61
MnOx X X X X
SO~ X X X X
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5.4.2 Kinetické parametry organickych polutantu v jednotlivych prostredich bez
pridavku acetatu

Pro srovnani byly kinetické parametry vypocteny také pro vSechna organicka xenobiotika
ve vSech typech prostiedi bez pfidavku acetatu. Z hodnot uvedenych v Tabulce €. 8 je patrné,
ze nejdelsi polocas rozkladu bude u flukonazolu, nasledovat bude benzotriazol, dale
sulfamethoxazol a nejkratsi dobu bude v prostiedi zistavat diklofenak. Co se tyCe hodnot
rychlostni konstanty bude nejrychleji probihat reakce u flukonazolu, dale pak u benzotriazolu,

diklofenaku a nejdéle bude reagovat sulfamethoxazol.

Tabulka 8: Kinetické parametry organickych xenobiotik v prostiedich bez pridavku acetdtu

bez pridavku acetatu

Prostiedi iﬁi};igrslttgl SO dlgt(c);glcif;cte DTS50 (dny)
K. d chyba R2

Kontrola 0,00490 0,00174 0,33 141,44
NO; 0,00403 0,00122 0,70 171,98
diklofenak FeOx 0,00536 0,00122 0,62 129,33
MnOx X X X X
SO.* 0,00293 0,00142 0,52 236,57
Kontrola 0,00661 0,00118 0,91 104,79
NO; 0,00161 0,00073 0,43 429,33
sulfamethoxazol | FeOx 0,03323 0,00141 0,99 20,86
MnOx X X X X
SO.* 0,00800 0,00082 0,95 86,63
Kontrola X X X X
NO; 0,00124 0,00071 0,12 558,93
flukonazol FeOx 0,00150 0,00072 0,49 462,18
MnOx X X X X
SO X X X =
Kontrola 0,00348 0,00040 0,92 199,12
NO; 0,00219 0,00006 1,00 316,47
benzotriazole | FeOx 0,00240 0,00030 0,88 288,68
MnOx X X X X
SO.* 0,00131 0,00019 0,84 528,28
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5.5 Koncentrace organickych polutanti v jednotlivych prostiedich
bez pridavku acetatu

Pro porovnani biodegradace organickych xenobiotik za riznych vstupnich podminek byla
jejich koncentrace métena také v prostiedi s jednotlivymi akceptory elektronu, ale bez pridavku
acetatu jako zdroje uhliku. Nameéfené koncentrace jednotlivych polutantd jsou uvedeny
v grafické podobé vzdy pro vSechna prostfedi s urcitym akceptorem elektronu, ale bez acetatu.

5.5.1 Diklofenak

Na grafu €. 11 jsou vyobrazeny koncentrace diklofenaku v zavislosti na Case v prostredi
pouze s jednotlivymi akceptory elektronti. Z grafu je patrné, Ze nejnizsi koncentrace pri
ukonceni experimentu byla v prostiedi s pfidavkem zeleza. Po 1 dni poklesla koncentrace ve
vSech prostiedi, 15 den experimentu ale u prostiedi bez akceptoru elektroni a v prostiedi
s pfidavkem dusi¢nanti, siranti a zeleza doslo k opétovnému nartstu koncentrace daného
organického polutantu.

Graf 11: Koncentrace diklofenaku v zavislosti na case
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5.5.2 Sulfamethoxazol

Graf €. 12 znézorfiuje koncentraci sulfamethoxazolu v zavislosti na Case v prostiedi
pouze sjednotlivymi akceptory elektrond. Grafické znazornéni ukazuje vyrazny pokles
koncentrace sulfamethoxazolu pouze v prostredi s pfidavkem zeleza. Ve vSech ostatnich
ptipadech je pozvolné snizovani koncentrace patrné az v konecné fazi experimentu.
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Graf 12: Koncentrace sulfamethoxazolu v zavislosti na case
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5.5.3 Flukonazol

Na grafu ¢. 13 jsou znazornény koncentrace flukonazolu v zavislosti na Case v prostredi
Koncentrace flukonazolu se v pocatecni fazi

pouze s jednotlivymi akceptory elektrond.

experimentu snizila u vSech typa prostiedi. Nasledné dochazelo k pozvolnému zvySovani
koncentrace a 15 den doSlo k opétovnému prudkému snizeni koncentrace. Na konci
experimentu byla nejniz§i koncentrace flukonazolu naméfena v prostredi s piidavkem

manganu.

Graf 13: Koncentrace flukonazolu v zavislosti na case
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5.5.4 Benzotriazole

Graf ¢. 14 znazoriuje koncentraci benzotriazolu v zavislosti na ¢ase v prostiedi pouze
s jednotlivymi akceptory elektrond. V pfipadé benzotriazolu dochazelo od zacatku experimentu
k poklesu koncentrace u vSech typu prostedi. Na konci experimentu byla nevyssi koncentrace
naméfena v prostiedi s pfidavkem sirant. Naopak nejnizsi koncentrace byla zaznamenana
v prostiedi bez piidavku akceptoru elektrond.

Graf 14: Koncentrace benzotriazolu v zavislosti na case
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6 Diskuze

V diplomové praci byla hodnocena schopnost mangan redukujicich mikroorganisma
degradovat organické polutanty pfitomné v biosféfe. Polutanty antropogenniho ptavodu jsou
v dne$ni dobé celosvétovy problém. Do této velké skupiny patii mimo jiné také pesticidy
a léCiva. Rezidua téchto latek se mohou vyskytovat jak v pitné vodé, tak i v pud¢, ktera prichazi
do styku s potravinami. Takto kontaminované potraviny nasledné mohou u ¢lovéka zpusobit
fadu zdravotnich problému. Existuji samoziejmée zakonem dané limity, které maji spotiebitele
chranit pred pfijimanim nadmérného mnozstvi té€chto latek v potravinach. V zivotnim prostiedi
je ale xenobiotik mnohdy velké mnozstvi a v disledku toho je nadmérné zatézovano. Rada
organickych polutantt prechazi do biosféry velice ochotné a dokazi zde pretrvat velice dlouhou
dobu. Jednou z moznosti, jak pretrvavajici polutanty z prostiedi odstranit, je proces
bioremediace. Ten vyuziva zivé organismy k odstranéni nebo snizeni mnozstvi Skodlivych
latek v prostredi.

Jednou ze skupin organismu, které tuto schopnost maji, jsou mangan redukujici
mikroorganismy. Ty vyuzivaji oxidacné redukcnich reakci a svého enzymatického aparatu pro
tvorbu energie potfebné k preziti. Organické polutanty v téchto reakcich figuruji jako donory
elektrond, kdy oxidaci téchto latek vznika tok volnych elektronti. Ten je nasledné€ za pomoci
mikroorganismu navazan na akceptory. Jako alternativni pfijemci elektronu mohou byt
v anaerobnim prostiedi misto kysliku vyuzity naptiklad slouCeniny manganu. Ty se v prostredi
nejcasteji nachazi ve formé oxidu manganicitého. Jeho redukci na dvoj- nebo trojmocnou formu
nasledné vznika pro mikroorganismy vyuzitelna energie.

Schopnost aplikovat enzymaticky aparat k preméné organickych polutantd je pro nékteré
mikroorganismy naprosto piirozena. Clovék se snaZi tyto kaskady d&ja pii bioremediaci
pochopit a nasledné je vyuzit ve sviij prospéch. Bioremediace je velice citlivy a naro¢ny proces,
do kterého vstupuje mnoho faktori. Je tedy nutné mit pfed zaCatkem dobré informace
o ptitomnych mikroorganismech, prostfedi a mozném pribéhu. V tomto piipadée byla ucinnost
degradace organickych xenobiotik porovnavana v prostfedi s dusiCnany, sirany a oxidy
manganu a zeleza za redukujicich podminek. Bylo tak mozné posoudit aktivitu mangan
redukujicich mikroorganismi s mikroorganismy z jinych prostredi.

6.1 Vliv akceptoru na rozklad organickych polutantia

Organické polutanty degraduji v prostiedich sriznymi akceptory elektrond raznym
zpusobem. Rychlost rozkladu je mimo jiné dana pfitomnosti vhodnych mikroorganismu, které
se podileji na bioremediaci. S tim souvisi také pfitomnost akceptorti elektront, které mohou
mikroorganismy vyuzivat pfi degradaci téchto latek pro ziskani energie. V pfipad€ tohoto
experimentu byly koncentrace xenobiotik v jednotlivych prostfedich mnohdy rozdilné. To je
dano vhodnosti daného akceptoru elektronu pro degradaci urcitého donoru, tedy v nasem
pripadé organického polutantu. Pravé koncentrace organickych polutant v prubéhu Casu je
jednim z hlavnich ukazateld, které vypovidaji o vhodnosti mangan redukujicich
mikroorganismtl, jako vhodného nastroje bioremediace danych xenobiotik.
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6.1.1 Diklofenak

-----

mnozstvi velice vysoké. To je dano naduzivanim a také nizkou hodnotou rozdélovaciho
koeficientu, a tedy dobrou rozpustnosti ve vodé. Podle dostupné literatury uvedené v literarni
reSersi by diklofenak mél ochotné degradovat v prostiedi, ve kterém je jako akceptor elektronu
pfitomna sira ve formé siranu a nebo zelezo ve formé& oxidu (Mahdi et al. 2012). To bylo
potvrzeno také v nasem ptipadé. Graf ¢. 1 ukazuje, ze v prostiedi se sirou a se Zelezem byla
koncentrace tohoto polutantu béhem celého experimentu nejnizsi. Potvrzuje to také srovnani
s abiotickou kontrolou, kde vysla skupina se sirany jenom o 0,02 nez skupina se zelezem.
Prostredi s manganem se pro degradaci diklofenaku nezda jako vhodné. Jeho koncentrace je po
dobu celého experimentu v tomto prostfedi nejvyssi. Je mozné, ze mangan redukujici
mikroorganismy nejsou schopné odstépit ze struktury elektron a vytvofit tak nitronovy radikal,
ktery je zakladem pro dalsi kaskadu dé&ji pfi degradaci diklofenaku.

6.1.2 Sulfamethoxazol

Sulfamethoxazol je antibiotikum inhibujici syntézu kyseliny listové, které patfi do
skupiny sulfonamidovych antibiotik. Podle literatury je v anaerobné nejlépe degradovan
v prostiedi s pfidavkem zeleza. Roz§tépeni vazby NO uvniti izoxazolového kruhu, ktery je
soucasti struktury sulfamethoxazolu, je nejefektivnéji vyvolano pfitomnosti zeleznatych
kationtd. Ty vznikaji redukci ze slouCenin Zeleza jako je goethit (Mohatt et al. 2011). Toto
tvrzeni bylo potvrzeno i v naSem pfipadé. Z grafu €. 2 lze vycist, ze k vyznamné degradaci
tohoto polutantu dochazelo pouze v prostredi s pfidavkem Zzeleza. Stejny zavér vychazi také
z Tabulky srovnani biotické a abiotické kontroly, kde je jasné patrné, ze sulfamethoxazol byl
prakticky zcela degradovan. Mangan redukujici mikroorganismy ziejmé nemaji dostateCny
enzymovy aparat, ktery by rozstépil vazbu uvnitf izoxazolového kruhu. Praveé toto rozstépent,
pii kterém vznika volny elektron, ktery je vyuzit akceptorem, je primarnim krokem celé
biodegradace.

6.1.3 Flukonazol

Flukonazol je azolové antimykotikum inhibujici syntézu ergosterolu. Kromé Iékatstvi se
vyuziva také v zemeédélstvi jako fungicid. Podle literarnich zdroji k jeho rychlé biodegradaci
prispiva prostiedi obsahujici oxidy kovt . V nasem piipadé bylo vybrano prostedi obsahujici
zeleza a manganu, kterych bylo dosazeno pfidavkem goethitu a birnesitu (Zhang et al. 2021).
Z grafu €. 3 vyplyva, ze degradace flukonazolu v prostiedi s pfidavkem birnesitu probihala lépe
nez v prostiedi s piidavkem goethitu. V prostiedi s manganem doSlo v prvnich dnech ke
snizeni koncentrace, ale po zbytek experimentu jiz koncentrace vyrazné neklesla. U prostiedi
s ptidavkem goethitu v prvnich dnech experimentu koncentrace také klesla, nasledné vSak
doslo ke zvySeni. Pfi porovnani kone¢nych koncentraci v obou prostiedi jsou ale rozdily malé.
Nasvédcuje tomu také srovnani s abiotickou kontrolou. V prostiedi s pfidavkem manganu je
koncentrace nejnizsi, tento rozdil ale ¢ini pouze 0,05. Mangan redukujici mikroorganismy jsou
zieymé pro degradaci flukonazolu vhodnéj§i nez mikroorganismy redukujici zelezo.
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Princip fungovani redukce u téchto mikroorganisma je vSak velice podobny a také vysledky
tomu odpovidaji.

6.1.4 Benzotriazole

Benzotriazole patfi mezi léCiva s protizanétlivy a analgetickym ucinkem. Jeho nizka
hodnota rozdélovaciho koeficientu ale ukazuje na dobrou rozpustnost ve vodé, kde je vSak pro
organismy toxicky. Podle literarnich zdroji by méla degradace probihat nejlépe v prostiedi
s pfidavkem dusi¢nanii nebo zeleza (Liu et al. 2011). Z grafu €. 4 je patrné, ze se literarni
predpoklad shoduje s dosazenymi vysledky. Koncentrace benzotriazolu v prostfedi s dusi¢nany
klesla v pocatku experimentu, nasledné byla konstantni a k dal§imu prudkému snizeni doslo ke
konci experimentu. Stejny zaveér potvrzuje také srovnani biotické a abiotické kontroly. Ve
stejnou chvili doSlo ke snizeni koncentrace také v prostfedi s pfidavkem zeleza. V prostredi
s pfidavkem manganu poté ve stejnou dobu doslo pouze k neznatelnému snizeni koncentrace.
Je mozné, ze v prostiedi s manganem by bylo nutné experiment prodlouzit a ke snizeni
koncentrace by doslo také.

6.2 Vliv pridavku acetatu na rozklad organickych polutantu

Acetat byl v piipadé tohoto experimentu latkou, kterou mikroorganismy vyuzivaji jako
zdroj uhliku a energie. Pfitomnost acetatu méla napoméhat spravnému fungovani bunék
mikroorganismi, a to mélo zrychlovat degradaci ptritomnych mikroorganismi. Pro srovnani
vlivu acetatu na bioremediaci jednotlivych organickych polutantii byl vytvoren stejny pokus
také bez pridavku acetatu. U jednotlivych xenobiotik by tedy méla byt teoreticky pozorovana
rychlejsi a snaz§i degradace v prostredich, kde je acetat pfitomen nez v prostiedich, kam acetat
pridan nebyl. Z grafu koncentrace organického uhliku (Graf €. 5) je patrné, ze v prostredich,
kam byl acetat pfidan, jeho koncentrace u vSech prostiedi klesa. Byl tedy mikroorganismy
vyuzivan jako zdroj uhliku a napomahal vytvaret lepsi podminky pro bioremediaci. Pfi srovnani
graf jednotlivych organickych polutanti je také mozné tvrdit, ze pfidavek acetatu napomaha
vitalité¢ pritomné mikrobidlni biomasy a podporuje zacateCni faze degradace. V porovnani
s kinetickymi parametry ale v mnoha ptipadech acetat vyznamnou roli pfi urychleni degradace
nehral. V pfipadé tohoto experimentu by ale bylo vhodné prodlouzit dobu sledovani
koncentrace jednotlivych organickych polutantd. Je mozné, ze v pfipadé delSiho Casového
useku by v degradaci mohly nastat jesté urcité zmény.

Studie, pfi které bylo degradovano 26 lé¢iv za pritomnosti acetatu ukazuje, ze kvalita
degradace je zavisla na typu degradované latky a také na pritomném mnozstvi. U uritych druht
1éCiv byla pridavkem acetatu zvySena rychlostni konstanta a degradace tak byla vyznamné
podporfena. U druhé skupiny 1éCiv byla naopak pfidavkem acetatu degradace zpomalena.
V urcitych pripadech 1 o vice nez 50 %. Treti a nejvétsi skupina testovanych 1éciv byla na
ptidavku acetatu zcela nezavisla (Liang et al. 2019). I v naSem piipadé€ je pozorovano vétsi
mnozstvi vysledki v tabulce ¢. 8, tedy v tabulce, kde jsou kinetické parametry sledovany
v prostiedi bez ptidavku acetatu. Tabulka €. 7 ale naopak dokazuje, ze v ptipadé, ze k degradaci
doslo, byly polocasy rozkladu vyznamné nizsi u prostfedi, kde byl pfitomen acetat.
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Diklofenak byl ve vSech typech prostiedi htufe degradovan v ptipadé€, kdy nebyl pridan
acetat. Koncentrace v prvnich dnech experimentu neni tak vyrazné, jako v pfipadé pokusu
s acetatem. V konecné fazi experimentu naopak dochazi k vyraznému vzestupu koncentrace
diklofenaku. I pres tyto podminky nejlépe degradace probiha stale v prostfedi s pfidavkem
zeleza. Z prubéhu kiivek je ale patrné, ze degradace neprobihala plynule, jako v pripadé
jednotlivych prostredi s ptidavkem acetatu.

Sulfamethoxazol byl stejné jako diklofenak v prostfedi s pfidavkem acetatu degradovan
podstatné rychleji. Pribéh vsech kiivek vypada na grafem s ptidavkem a bez piidavku acetatu
podobné. Z osy koncentrace je ale patrné, ze v prostfedi bez pridavku acetatu probiha degradace
pomaleji. Co se tyCe nejvhodnéjsiho prostiedi, tak degradace nejlépe probihala pro oba pokusy
v prostiedi s pfidavkem zeleza.

Flukonazol 1épe degradovan v prostiedi s ptfidavkem acetatu, a to v prostfedi, kam nebyl
pfidan zadny akceptor. To je rozdil oproti prostiedi bez acetatu, protoze tam byl flukonazol
nejlépe degradovan v prostredi s pfidavkem manganu. Konec¢né koncentrace polutantu jsou
v obou prostfedich velice podobné. A konecna koncentrace neni nijak zasadné nizsi. Nelze tedy
jisté potvrdit, Ze by pridavek acetatu mél zasadni vliv na rychlost a pribéh degradace.
V prostredi bez pfidavku acetatu doslo nejprve k rychlému poklesu koncentrace, nasledné
k mirnému vzestupu a v konecné fazi experimentu koncentrace flukonazolu opét prudce klesla.
Prubéh degradace je tedy znatelné rozdilny oproti degradaci v prostiedi s pfidavkem acetatu.

Benzotriazol byl stejné jako vSechny ostatni organické polutanty mnohem 1épe
degradovan v prostredi s pfidavkem acetatu. Zde se jako nejvhodnéjsi akceptor ukazal
dusi¢nan, coz je rozdil oproti prostiedi bez acetatu, kde byl nejlépe vyhodnoceno prostredi bez
ptidavku akceptoru. Podle prubéhu kiivek je patrna pozvolna degradace benzotriazolu, coz je
také rozdil ve srovnani s prostfedim s pfidavkem acetatu. V tomto grafu je patrny vyrazny
pocatecni pokles a nasledna stagnace kfivek.

6.3 Kinetické parametry jednotlivych organickych polutantu

Kinetické parametry jednotlivych organickych polutanti udavaji dlouhodoby obraz
biodegradace v prostiedich sjednotlivymi akceptory elektrond. Statistické zhodnoceni
v podobé koeficientu determinace urcuje, zda degradace prob&hla v dostate¢né mite, aby mohla
byt povazovana za validni. V pfipadé, ze tomu tak je, jsou vypocitany hodnoty rychlostni
konstanty a polocasu rozkladu pro jednotliva prostredi.

6.3.1 Diklofenak

Degradace diklofenaku v prostfedi s acetatem se dala relevantné pozorovat podle kinetiky
prvniho fadu pouze v prostiedi s pridavkem dusi¢nant a oxidu zeleza. V ostatnich prostiedich
ke zménam koncentrace nedochazelo a nebo k nim dochazelo v tak malé mife, ze koeficient
determinace byl vyhodnocen jako nulovy a nemohly tak byt spocitany dalsi kinetické
parametry. V prostiedi s oxidy zeleza probihala biodegradace rychleji a polocas rozkladu
diklofenaku je nizsi nez v ptipadé prostiedi s dusi¢nany. Zde bude podle rychlostni konstanty
degradace probihat pomaleji a polocas rozkladu je tim padem vyssi. V obou prostiedich jsou si
ale kinetické parametry podobné. Také graf €. 1 potvrzuje, ze v prostiedi s ptidavkem Zeleza
byla koncentrace diklofenaku na konci méteni nejnizsi. V prostiedi bez pridavku acetatu je
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diklofenak nejrychleji degradovan ve stejném prostiedi, jak v pripadé pokusu s acetatem, tedy
v prostiedi s pfidavkem oxidi Zeleza. NasvédCuje tomu také rychlostni konstanta, ktera je
nejvyssi. Rozdil je ale v prostredi s nejpomalejsi degradaci. V pripadé prostfedi bez acetatu
bude diklofenak nejpomaleji degradovat v prostiedi s pfidavkem siran, kde je polocas rozkladu
2x delsi nez u prostiedi s pfidavkem oxida Zeleza. Také v pfipad€ tohoto experimentu byla
v kone¢né fazi nejnizsi koncentrace diklofenaku bez pfidavku acetatu v prostiedi s oxidem
Zeleza a nejvyssi koncentrace byla nameéfena v prostiedi s pfidavkem sirand, jak je patrné
z grafu €. 11.

Podle vysledku studie zabyvajici se degradaci protizanétlivych nesteroidnich 1éCiv
pomoci ficniho sedimentu vykazuje diklofenak obecné nizkou rychlost odstrafiovani
v anaerobnich podminkach. Odstrafiovani je v tomto piipadé pripisovano spiSe abiotickym
procesim a mikroorganismy se na degradaci prakticky nepodili (Koumaki et al. 2017).
Z tabulky €. 6 lze vycist, ze 1 v naSem piipadé¢ se koncentrace diklofenaku v biotickém
a abiotickém prostiedi prili§ neliSily a byly velice blizko hodnoty 1. Tedy ze v biotickém
a abiotickém prostiedi dochazi k degradaci stejnou mérou. To potvrzuje také zavéry studie, ze
v biotickém prostiedi degradace diklofenaku probihat mize, ale i v tomto prostiedi pujde
zieymée o abioticky proces.

6.3.2 Sulfamethoxazol

Sulfamethoxazol byl degradovan ve vSech prostfedich do takové miry, ze bylo mozné na
zakladé koeficientu determinace urcit kinetické parametry pro vSechna prostiedi s pfidavkem
acetatu. Nejdel§i poloCas rozkladu méa sulfamethoxazol v prostfedi s pfidavkem oxidu
manganu. Nejrychleji bude naopak dochazet k rozkladu v prostredi s pridavkem oxidl Zeleza.
Rychlostni konstanta tyto vysledky potvrzuje. Ve stejném poradi nam vysla vhodnost prostiedi
také v naSem pripadé, jak je patrné z grafu €. 2. Nejrychleji dochazelo ke snizovani koncentrace
v prostiedi s pridavkem zeleza a nejmensi zména koncentrace byla zaznamenana v prostredi
s pridavkem oxidl manganu. V pokusu bez piidavku acetatu vyslo prostiedi s ptidavkem Zeleza
také jako nejvhodnéjsi. Nejdelsi polocas rozkladu mé sulfamethoxazol v prostredi s pfidavkem
dusi¢nant, coz je rozdil oproti prostiedi s pfidavkem acetatu, kde k degradaci dochazelo
nejpomaleji v prostiedi s oxidy manganu. Polocas rozkladu v prostiedi bez acetatu
a s dusiCnany je priblizné 20x pomalejsi nez v prostfedi se zelezem. Stejné zavéry potvrzuje
i na$ experiment. Z grafu €. 12 je patrné, ze koncentrace klesa nejrychleji v prostiedi se zelezem
a nejpomaleji v prostiedi s dusi¢nany.

Podle studie zabyvajici se degradaci sulfamethoxazolu ve vodnim sedimentu za
anaerobnich podminek je degradace tohoto 1é¢iva ovlivnéna prevazné biotickymi faktory. Byly
nameteny polo€asy rozkladu mezi 8 az 17 dny. U prostiedi, kde dochazi k degradaci tohoto
léciva hraji také roli zmény teploty a pH. Z vysledkid lze usoudit, ze u sulfamethoxazolu
nedochazi k vyznamnému hromadéni v zivotnim prostfedi a je bioticky dobfe degradovan
(Radke et al., 2009). Z tabulky ¢. 6 lze v pfipadé naseho experimentu vycist, ze v biotickém
prostfedi je degradace podstatné rychlejsi nez v prostiedi abiotickém. Zejména v prostredi
s pridavkem oxidu Zeleza je bioticka degradace nedostizna. V prostiedi s ptidavkem Zeleza je
také polocas rozkladu na spodni hranici, kterou udava popisovana studie, jak je patrné z tabulky
¢. 7. V pokusu s ptfidavkem acetatu je rozklad vyznamné krat$i nez v pokusu bez ptidaného
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acetatu. V pripadé prostfedi s dusiCnany je polocas rozkladu vypocten na vice nez rok
a v pripad€ prostiedi s manganem ke snizovani koncentrace vibec nedochazelo. V urcitych
oblastech tedy k hromadéni v zivotnim prosttedi jisté¢ dochazi.

6.3.3 Flukonazol

V ptipadé flukonazolu nebyla v prostiedi s pfidavkem acetatu naméfena zadna relevantni
zména koncentrace, ktera by v zavislosti na koeficientu determinace mohla ukazovat na
vhodnost urcitého prostiedi pro degradaci tohoto organického xenobiotika v dlouhodobém
meéfitku. V kratkodobém méfitku je z grafu €. 3 patmé, ze nejlépe degradace probiha v prostredi
s pfidavkem manganu a dusi¢nant, a naopak nejnizsi rozdil koncentraci na zacatku a na konci
byl naméfen v prostiedi s pridavkem sirant. V piipadé pokusu bez acetatu byl flukonazol
vyznamn¢ degradovan pouze v prostiedi s pfidavkem dusi¢nantl a oxidu zeleza. Vhodné&jsi se
pro degradaci zda prostiedi s oxidy zeleza, 1 pfesto je ale polocCas rozkladu delsi nez rok.
V piipad¢ prostiedi s dusi¢nany je pak polocas rozkladu kolem roku a pul. Grafu ¢. 13 ukazuje
jako nejvhodnéjsi prostiedi bez pfidavku acetatu oxidy manganu. Tento rozdilny vysledek je
s nejvetsi pravdépodobnosti zpusoben kratkou dobou, po kterou byla degradace v naSem
ptipadé pozorovana. Stejné je to 1 u nejméné¢ vhodného prostiedi, kdy v nasem piipade
koncentrace neméne klesla v prostiedi s pridavkem sirant.

Studie zkoumajici environmentalni osud 1€Civ a jejich transformacnich produktd ve
vodnich proudech naznacuje, ze flukonazol patii mezi tézko odbouratelné organické polutanty.
Dale studie poukazuje na vysokou miru akumulace tohoto 1é¢iva ve vodnim prostiedi (Li et al.
2015). Spatna degradace je patrna také z nasich vysledk?, jak je patrné z tabulky & 7 a 8.
V prostredi s acetatem nebyl zaznamenan dostatecné validni pokles koncentrace ani v jednom
ze studovanych typt prostiedi. V ptipadé pokusu bez acetatu byl pokles znatelny pouze ve dvou
prostredi. Polocasy rozkladu byly v obou ptipadech ale delsi nez 1 rok. To tedy naznacuje, ze
se léCivo v kontaminovaném prostiedi dokaze dlouhodobé udrzet a muze se zde také
akumulovat. Podle tabulky €. 6 nelze ani jednoznacné urcit, zda degradace probiha spise za
pomoci biotickych nebo abiotickych reakci. Nase vysledky tedy potvrzuji vyse uvedenou studii.

6.3.4 Benzotriazole

Degradace benzotriazolu byla podle koeficientu determinace vyznamna s pridavkem
acetatu pouze v prostiedi s dusi¢nany a oxidy zeleza. Z t€chto dvou bylo vhodné&jsi prostredi
s dusi¢nany. Nasvédcuje tomu jako poloCas rozkladu, tak také rychlostni konstanta dané
chemické reakce. Obé prostiedi jsou si ale vyslednymi kinetickymi parametry velice podobna.
Dlouhodobé pozorovani potvrzuje nasSe vysledky, jejichz grafické zndzornéni je mozné
pozorovat v grafu ¢. 4. I v naSem pfipadé byla koncentrace v zavérecné fazi experimentu
nejnizsi v pripade prostiedi s pridavkem dusi¢nand. V pfipadé pokusu bez acetatu je ubytek
koncentrace statisticky platny ve vSech prostfedich kromé prostiedi s pridavkem oxida
manganu. Zde z degradaci benzotriazolu ze statistického hlediska nedoslo. Jako nejvhodnéjsi
se pro degradaci zda prostiedi bez piidavku akceptort. Je tedy mozné, ze degradace probiha
jinym zpusobem nez za ptitomnosti mikroorganismu. Polocas rozkladu je u benzotriazolu
nejvyssi ze vSech organickych polutanti a v pfipadé nejméné vhodného prostiedi, tedy
prostiedi s pfidavkem sirani, je poloCas rozkladu odhadovan az na rok a pul.
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Jako nejhodnéjsi bylo prostiedi bez akceptord zvoleno i v nasem experimentu. Degradace
v ném probihala vyrazné rychleji nez v ostatnich typech prosttedi, jak je patrné z grafu ¢. 14.

Pripadova studie hodnotici perzistenci fenolickych benzotriazolli v zivotnim prostiedi
popisyje tuto latku jako vysoce perzistentni. To je podlozeno také hodnotou polocasu rozkladu,
ktery je udavan v rozmezi 151 az 218 dny. Takto dlouha doba je zdivodnéna narocnosti
biologického rozkladu fragmentd, které se v prabéhu degradace z benzotriazolu oddéluji
(Brandt et al. 2016). Z kinetickych parametra uvedenych v tabulce ¢. 7 a 8 je jasné patrné, ze
i v naSem piipad¢ probihala degradace pouze v nékterych typech prostiedi. A v pripad¢€, ze
probihala, jsou hodnoty polocasu rozkladu hodné vysoké. V ptfipadé pokusu s piidavkem
acetatu se nase hodnoty blizi spodni hranici udavané ve studii. V pfipadé pokusu bez acetatu
nekteré nase hodnoty naopak vysoce prevySuji horni hranici studie. Lze ale potvrdit, ze
benzotriazole je vysoce perzistentni latka.

6.4 Hodnoty koncentrace vybranych anionti a kova a hodnoty pH
v jednotlivych typech prostredi

Koncentrace vybranych anionti a kovii miize napomoci k pochopeni, do jaké miry jsou
jednotlivé akceptory elektronti vyuzivany pii procesu bioremediace organickych xenobiotik.
Dale je mozné sledovat, na jaké latky se akceptory preméruji. To je velice napomocné pro
urCeni optimalniho mikrobialniho spolecenstva, které chceme pro bioremediaci vyuzit. Rizné
produkty latkové premény mohou napomahat aktivaci dalSich skupin mikrobialniho
spoleCenstva, které nebyly schopné aktivity v primarnich podminkach. Parametrem, ktery muaze
ovliviiovat proces degradace je také pH. Mikroorganismy maji své optimum, pfi kterém jsou
nejaktivnéjsi, a to ovliviiuje také rychlost degradace.

Podle studie zabyvajici se faktory, které ovliviiuji bioremediaci tézkych kovi a pesticidu
v pudé je optimalni pH velice dulezité pro spravné fungovani mikroorganismu. Proto se kazdé
mikrobialni spolecenstvo snazi o ipravu pH v okolnim prostiedi. Déle je na hodnoté pH zavisla
biologickd dostupnost daného kontaminantu pro pfitomné mikroorganismy. Nevhodnymi
hodnota pH tedy mizeme zastavit proces degradace a bioremediace dané lokality nebude
uspeésna (Zhang et al. 2020). Jak je mozné vidét na grafu ¢. 6 1 vnasem priipadé se
mikroorganismy snazili zménit hodnoty pH na takové, které budou pro jejich dalsi preziti
optimalni. Stejné jako je uvadéno ve studii je mozné sledovat veliké rozpéti hodnot pH, které
je pro danou biomasu vhodné. Je také mozné, ze zmeénou pH se mikroorganismy snazili docilit
toho, aby se zvysila biologicka dostupnost jednotlivych organickych polutantt, které byly
vyuzity jako donory elektrond.

Vyznamna zmeéna koncentrace dusi¢nanti byla pozorovana pouze v prostiedi, ve kterém
byla jako akceptor elektronu pouzita sira. Dale byla mirné zvySeni koncentrace NO3
pozorovana také v prostfedi s pfidavkem oxidu manganu. V tomto pfipadé ale bylo zvySeni
koncentrace nepatrné v porovnani se siranovym prostiedim. Vzestup koncentrace v téchto
prostfedich napovida, Ze nitrifikace je pro mikroorganismy vyuzivajici sirany a oxidy manganu
spfazenym dé&em. V prostiedi s dusi¢nany je koncentrace témeéf nulova. Dalo by se tedy
usuzovat, ze dusi¢nany byly spotfebovany pii degradaci xenobiotik a rozlozeny na jiné latky.

47



Hodnota pH byla v prostiedi s dusicnany v prvnich dnech experimentu nejvyssi ze vSech
sledovanych prostfedi. Nasledn€ hodnota kolisala a v konecné fazi opét vyrazné klesla.
Nedostala se vSak na ptivodni hodnotu.

Pfitomnost siranovych aniontd byla nameéfena ve vSech prostiedich. Koncentrace
v prubéhu celého experimentu se vyrazné lisila jak v ramci jednoho sledovaného akceptoru, tak
také mezi vSemi sledovanymi typy prostfedi. Nejvyssi koncentrace pfi ukonCeni experimentu
byla naméfena v prostiedi s pfidavkem oxidu zeleza. Naopak nejnizs$i koncentrace byla
naméfena v prostfedi s pfidavkem siry. Da se tedy tvrdit, Ze siranové anionty jsou vyuzivany
v procesech biodegradace a tim padem se jejich koncentrace v prubéhu experimentu snizuje.
V ostatnich prostfedich pak sirany mohou byt vylu¢ovany mikroorganismy jako odpadni latky,
a proto se jejich koncentrace v pribéhu analyzy zvySuje. V pifipadé siranového prostiedi
hodnota pH stoupla v prvnich dnech experimentu a nasledné k zadnému vétSimu vykyvu
nedoslo. Jedna se o nejstabilnéj$i hodnoty pH v ramci celého experimentu.

Mangan jako samostatny prvek byl ve zvySenych koncentracich pozorovan pouze
v prostiedi s ptfidavkem oxidu manganu. Pti biodegradaci jsou oxidy manganu vyuzivany jako
akceptory a zvySené mnozstvi tohoto kovu je tedy patficné. V pozdéjsi fazi experimentu ale jiz
koncentrace manganu klesa. Je mozné, ze se zacleiiuje do pifitomnych sloucenin a tim padem
jiz neni méfitelny. Dale byla zvySena koncentrace manganu nameéfena také v prostiedi
s pridavkem sirant a zeleza. K tomuto zvySeni doslo pfi konci experimentu. Je patrné, ze jak
v prostiedi se sirany, tak v prostfedi s manganem jsou tyto dvé skupiny vzdy zvySeny. Je tedy
mozng, ze pii biodegradaci spolu mnozstvi manganu a siry souvisi. V ptipadé pH je prostfedi
s manganem jediné, které v prubéhu celého experimentu stoupalo. V prvni poloviné
experimentu do§lo k vyznamnému vzestupu hodnot pH, v druhé poloviné se ale vzestup
zastavil a hodnoty pH zustavaji vcelku konstantni.

V ptipadé zeleza jako pfitomného kovu je nejvétsi koncentrace pozorovana v prostredi
bez pridavku akceptoru. Naopak nejniz§i koncentrace byla naméfena ve skupiné v pridavkem
oxidu manganu. V prostiedi s pfidavkem oxidu Zeleza Sla kolem 5 dne koncentrace strmé
vzhtiru, ale nasledng zadala klesat. Zelezo je v mikroorganismech asto vyuzivanym prvkem.
Je mozné, Ze mikroorganismy jej uvnitf téla vyuziji a nasledné ho odbouraji. To mize byt
divod, pro¢ se koncentrace Zeleza v okoli mikrobialniho spolecenstva neustale méni. Hodnoty
pH jsou v prostiedi se zelezem velice podobné hodnotam s piidavkem sirant. V prvnich dnech
doslo ke zvySeni hodnot a nasledné se jiz hodnoty stabiln€ drzi pobliz hodnot pH v siranovém
prostiedi.

6.5 Moznosti navazujiciho vyzkumu a vyuziti pri bioremediaci

V pfipadé tohoto experimentu by jist€¢ bylo vhodné prodlouzit sledovanou dobu
koncentrace a ostatnich parametra jednotlivych organickych polutantt. Jak je patrné z tabulek
pro kinetické parametry, jsou doby poloCasu rozpadu ve vét§iné€ piipadu delsi nez pal roku
a v ne¢kterych pripadech dokonce vyrazné presahuji rok. Nami vybrané organické polutanty
jsou velice tzkou skupinou, je tedy mozné do nasledujicich pokust zafadit vétsi spektrum
xenobiotik, u kterych budou sledovany obdobné parametry. Dal§i moznosti, jak pfiblizit
experiment realnému prostiedi bioremediace, je degradace polutanti v prostiedi, kde bude
pfitomno vétsi mnozstvi potencialnich akceptort elektront. V piipadé tohoto experimentu byla
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koncentrace xenobiotik sledovana v jednotlivych prostiedich s riznymi akceptory elektronu
oddélene. V kontaminovanych oblastech ale bioremediace probiha soucasné v riznych
prostiedich s riznymi akceptory. V takovém piipadé je ale velice slozité nasledné posouzeni
vysledkd, oddéleni jednotlivych procesii a spravné urCeni piitomnych organismi a jejich
mechanismy, kterymi k bioremediaci pfispivaji. Literarni zdroje také udavaji spojitost mezi
degradaci organickych xenobiotik a fermentaci laktatu. Toto spojeni muze ukazovat na
pfitomnost dalSich druhi mikroorganismi, jejichz metabolismus neni striktné navazan na
oxida¢né redukeni reakce, ale v procesech bioremediace mohou hrat svou roli.

Pii zpracovani vysledki nebyla potvrzena hypotéza, ze degradace organickych
xenobiotik probiha podobnym zptisobem v prostiedi s pridavkem Zeleza a manganu. Pfipadna
bioremediace by tedy méla byt koncipovana tak, aby organické polutanty, které dobte reagu;ji
s manganem byly degradovany pomoci mangan redukujicich mikroorganismi a nebylo
spoléhano na mikroorganismy které vyuzivaji jako akceptor elektronu zelezo. Vysledkem
experimentu je doporuCeni pouziti mikroorganismi redukujici mangan pro degradaci
flukonazolu. Pouze tyto mikroorganismy mély vliv na snizeni koncentrace daného xenobiotika.
Dal$im navazujicim vyzkumem muaze byt tedy posouzeni, jak mangan redukujici
mikroorganismy reaguji pii biodegradaci jinych azolovych 1é¢iv a jak jsou pro n€ vhodna.

Pro tento experiment je jiz naplanovana priukazna identifikace pfitomnych
mikroorganismi redukujicich mangan. K tomu bude pouzita metoda polymerazové fetézové
reakce (PCR) a naslednd detekce specifickych casti genetické informace pfitomnych
mikroorganismil pro piesné zatrazeni jednotlivych druht.
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7 Zavér

Biodegradace za pomoci mangan-redukujicich mikroorganismt byla v ramci tohoto
experimentu u vybranych organickych xenobiotik prokazatelné u€inna v piipadé
flukonazolu.

Bioremediace probihala plynuleji a rychleji v pfipadech, kdy byl jako zdroj uhliku
na pocatku pridan acetat. Také poloCasy rozkladi a rychlostni konstanty byly
vyznamné niz§i v ptipadé, kdy byl do prostredi piidan acetat.

Vybrané organické polutanty muzeme z duvodu dlouhého polocasu rozkladu
v pritomnosti vybranych akceptora elektrona zaradit mezi latky perzistentni, které
dlouhodobé pretrvavaji v zivotnim prostiedi. Vyjimkou je sulfamethoxazol
v prostiedi s pfidavkem oxidu zeleza, jako akceptort elektrond.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

DT50 — polocas rozkladu

EEA - European Environment Agency

EFSA - European Food Safety Authority

EMA - Evropska agentura pro lécivé piipravky
FAO - Food and Agriculture Organization of the United Nations
GUS - Groundwater Ubiquity Score

HPLC - vysokoucinna kapalinova chromatografie
K — rychlostni konstanta

MRL - maximalni hladiny rezidui

MZd - ministerstvo zdravotnictvi

NDIR - nedisperzni detektor infracerveného zareni
NSAID - nesteroidni protizanétliva léCiva

PPDB - The Pesticide Properties DataBase

R? - koeficient determinace

SCF - Scientific Committee on Food

TOC - celkovy organicky uhlik
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