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Nékolik slov ivodem

S vyvojem a vyuzivanim vysoce citlivych analytickych metod se ukazuje, ze vzduch, ktery dychame,
voda, kterou pijeme nebo se vni koupeme, ptida, ve které péstujeme plodiny a prostfedi, ve kterém ziji
populace zivocichli a rostlin, jsou kontaminovany nejriznéjSimi syntetickymi latkami, jejichz syntéza tzce
souvisi s intensifikaci antropogenni Cinnosti.V zemédé€lsky vyuzivané pid¢ a ve spodnich i povrchovych
vodach, které se zemédelskou Cinnosti souviseji, se jedna zejména o kontaminaci pesticidy nebo produkty, které
jsou od pesticidi odvozeny. Pravé hromadéni pesticidd v ptdé dalo podnét pro intezivni studium jejich
odstranéni. Vedle pesticidil se vSak cela fada dalSich primysloveé vyrabénych sloucenin dostava do odpadnich
vod a pudy, a to piedev§im nedbalosti pii jejich vyrobé ¢i jejich skladovani. V kontaminovaném prostiedi pak
dochazi nejcastéji k jejich samovolnému rozpadu, pficemz vznikaji nejriznéjsi nové a vétSinou tézce
analyzovatelné slouceniny, které velmi ¢asto reaguji s ptirodni organickou hmotou.

Lze predpokladat, ze zneCistujici latky se v pfirodé jen velmi ziidka vyskytuji ve své pivodni Cisté a
chemicky definované formé, ale spise ve formach chemicky casto velmi vzdalenych od struktury pavodni
slouceniny nebo dokonce v komplexech nebo vice ¢i méné slozitych smésich. Pocet takto vznikajicich smési a
komplexti je nevy¢islitelny, nebot” mnozstvi chemikalii, které kontaminuji nase Zivotni prostiedi je enormni.
Rovnéz koncentrace téchto kontaminujicich latek mtze byt v prostiedi velmi variabilni. V mistech pfimého
zneCisténi se setkavame s kontaminaci pfesahujici koncentraci 1.0 g /1 vody ¢i 1 g/kg pudy, tedy vy$si nez 1000
ppm. Ve vétSich vzdalenostech od mista pfimého znecisténi jsou sice koncentrace kontaminujicich latek
(polutantli) podstatné niz$i, avSak i v téchto velmi slabé znecisténych lokalitich mizZzeme zaznamenat jejich
toxické ptisobeni, nebot’ se dlouhodobé akumuluji ve zvifatech, rostlinach i v lidském organizmu. Nelze rovnéz
opomenout, ze cela fada chemikalii se uvolituje do ovzdusi, kde mize byt nejriznéj$im zptisobem modifikovana
a spolu se srazkovou ¢innosti se dostava do zna¢nych vzdalenosti od vlastniho mista znecisténi.

Je tedy ziejmé, ze predpovidat rizikové plisobeni riznych organickych sloucenin na zdravi ¢loveka,
zvifat a rostlin je velmi obtizné a nemtize byt zaloZeno jen na jejich toxicité, ale i na dobé exposice organizmu
jejich pusobeni a na zménach, které mohou slouceniny prodélavat v potravnim fetézci nebo béhem jejich
transportu v ptirode.

Celd tada organickych molekul podléhd v pfirodé abiotickému rozkladu. Napi. fotochemické
transformace se uskutecniuji v atmosféte, v blizkosti vodni hladiny, pfi povrchu pidy a rostlinného pokryvu a
mohou nejen nékteré latky modifikovat, ale i totdln¢ rozkladat. Nefotochemické, neenzymatické reakce
pfevazuji v pud¢, sedimentech a v povrchovych i spodnich vodach, ale jen zfidkakdy v prab&hu téchto reakci
dochézi kuplné mineralizaci kontaminujicich organickych latek. Tyto procesy vétsSinou vedou k pouhé
modifikaci polutantu, pficemz vznikajici produkty jsou nejen chemicky velmi piibuzné, ale ¢asto si zachovavaji
1 stejné toxické vlastnosti jako vychozi latka.

Naproti tomu, enzymatické biologické procesy vedou ke znaénym zménam organickych molekul, a to
nejen v misté jejich piimé kontaminace ve vodé &i v pidé, ale i v potravnich fetdzcich. Cetné biotické procesy
se mohou podilet na uplné konverzi organické latky v latku anorganickou, tedy na procesu mineralizace. Nejsou
vSak vyjimkou pfipady, kdy organické latka mtize byt v biologickém procesu pouze modifikovana , a to nejen
strukturalné, ale i v toxikologickych vlastnostech. V téchto biotickych procesech se uplatiiuji jak rostliny, tak i
zivoCichové, ale pfevaha biotickych zmén je uskutefiovana mikroorganizmy, které kontaminované prostredi
osidluji.

V uvodni kapitole jsme naznadili, Ze slozitd problematika biodegradaci a bioremediaci vyzaduje vice, nez je
znalost jednoho ¢i dvou védnich disciplin. Celda fada chemickych pifemén kontaminujicich latek je
uskutec¢novana mikroorganismy, jejichz metabolicky potencial je pfedmétem studia mikrobiologie. Vznikajici
produkty jsou izolovany a kvantifikovany vysoce specifickymi chemickymi metodami. O Skodlivosti
kontaminujicich latek a vznikajicich produktd vypovidaji studie ekologh a ekotoxikologt. Studiu
kontaminovanych lokalit a navrhu technického feSeni pro jejich dekontaminaci se vénuji geologové,
hydrogeologové a obory ekologického inzenyrstvi. Lze tedy fici, ze toto skriptum je adresovano
mikrobiologlim, chemikim, toxikologim, ekologlim, stejné tak jako i1 vSem, ktefi se zabyvaji a fesi
problematiku ekologického inzenyrstvi.

RNDr. Dana Horakova, CSc.
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BIODEGRADACE

Biodegradace miiZe byt definovana jako biologicky katalyzované sniZeni komplexity
chemickych sloucenin. Organické slouceniny jsou v procesu biodegradace velmi Casto zcela
rozloZeny, takze vznikaji anorganické slouceniny uhliku, dusiku, fosforu, siry a jinych prvka
obsazenych v ptivodni kontaminujici organické latce a tyto jsou uvoliiovany do prostfedi a
zatazeny do kolob&¢hu prvkl v pfirodé. Lze tedy fici, Ze tato Uplna biodegradace toxické
organické latky, ktera je znama pod pojmem mineralizace, je piirodé velmi prospéSna. Ve
své podstaté respirace rostlin a zivo€ichil je rovnéZz mineralizaénim procesem, ve kterém
dochazi k rozkladu celé tady organickych latek v Zivém organizmu. Syntetické organické
latky jsou vSak nejCastéji rozkladany jiz pfimo v kontaminovaném prosttedi osidleném
mikroorganizmy s rozsahlou metabolickou aktivitou.

Vedle téchto biologickych premén kontaminujicich organickych latek dochézi ke snizeni
jejich komplexity rovnéz ptisobenim celé fady abiotickych procesii. Uinnost téchto
abiotickych procesti je vSak jen tézko srovnatelna s vysokou ucinnosti biologické pfemény.
Mikroorganizmy jsou tedy nejvyznamnéjSim faktorem, ktery se podili na mineralizaci
antropogenickych sloucenin v ptid¢, ve vod¢ a v sedimentech.

Cela tada syntetickych sloucenin, které jsou zavleCeny do prostiedi, je vysoce toxicka
nejen pro Clovéka a zvifata, ale 1 pro mikroorganizmy. Z tohoto diivodu nemusi dojit
v prostiedi k jejich tpIné destrukci, tedy k mineralizaci. Casto jsou vSak pozorovany
abiotické, popt. 1 biologické, tzv. transformacni procesy, které vedou k tvorbé novych
organickych latek vznikajicich konverzi pivodni organické toxické latky. Produkt této
transformace se obvykle v prostiedi hromadi a dlouhodobé perzistuje. VSeobecné je tedy
abioticka ¢i biologicka transformace organickych polutantii nezédouci, nebot’ vytvaii novou,
vétSinou po chemické a toxikologické strance neznamou kontaminaci. Odhaleni nové
vzniklého rizika ve vztahu ke zdravi ¢loveka , zvifat a rostlin vyzaduje asto zna¢né nakladné
hledani novych chemickych a ekotoxikologickych metod. Omezeni detekovatelného rizika
podminiuje projekt sanaCnich opatieni, na kterém se podileji jak ekotechnologové, tak i
mikrobiologové .

Mikrobialni degradace je procesem historickym. Tisice latek, které byly pfipraveny
Clovékem v laboratofich, mutze byt mikrobiologicky modifikovdano nebo rozlozeno
v pfirozeném prostfedi. Degradacni procesy byly pozorovany v kontaminovanych pidéach a
odpadnich vodach, na skladkach, ve spodnich i povrchovych vodach, oceanech a
sedimentech nejriznéjSiho plivodu. Bylo prokazano, ze na degradaci polutanti v téchto
prostiedich se vyznamnou mérou podileji rozsahlé mikrobidlni komunity bakterii, hub a
protozoi, které pfimo nebo nepiimo rozkladaji a vyuZzivaji jak fadu pfirozenych organickych
latek, tak i celou fadu syntetik. Degradacni procesy, ve kterych mikroorganizmy vyuzivaji
organické latky , mohou byt aerobni i anaerobni. K tomu, aby se uskutecnila biodegradace
organického polutantu v kontaminovaném prostfedi, musi byt  vSak splnény urcité
ptedpoklady, za kterych dojde k transformaci ¢i mineralizaci organické latky:

» Musi existovat organizmus, ktery produkuje vhodné enzymy pro uskute¢néni urcité
cilené biodegradace. Pouha existence takového organizmu s odpovidajicim katabolickym
potencialem je sice nutnd, ale pro uskute¢néni biodegradace neni dostacujici.

» Takto vybaveny organizmus musi byt pritomny v kontaminovaném prostfedi. Je
znamo, ze mikroorganizmy osidluji prakticky kazdé fyziologicky vhodné prostiedi,
avSak nemusi byt vzdy pfitomen organizmus s vhodnym enzymatickym vybavenim.



» Organicky polutant musi byt pro organizmus s vhodnym katabolickym potencidlem
dostupny. Je znama cela fada organickych latek, které v prostiedi perzistuji i
za pfitomnosti degradujicich mikroorganizmi, nebot' jsou nerozpustné ve vodé C¢i
sorbované na pevné povrchy.

» Organizmy s katabolickym potencialem musi poskytovat mozZnost penetrace polutantu ¢i
transformacnich produkt pfes membranu, nebot’ biodegradace byva uskuteciiovana jak
extracelularnimi , tak i intraceluldrnimi enzymy.

» Populace nebo biomasa degradujicich bakterii ¢i hub osidlujicich pfirozené prostredi
byva pro uskutecnéni biodegradace nebo transformace polutantu Casto nedostatecna.
Z tohoto divodu je vhodné upravit fyziologické podminky kontaminovaného
prostiedi tak, aby dovolily rychlé mnozZeni potencialné aktivnich mikroorganizmt.

Miuzeme tedy shrnout, Ze pokud organické zneciSténi v prostfedi perzistuje, pak nebyla
splnéna nektera z vyse uvedenych podminek pro umoznéni jeho eliminace nebo ze degradace
probiha velmi pomalu nebo Ze neexistuje organizmus s odpovidajici degrada¢ni kapacitou.

Bioremediace

je variantou biodegradace. Proces biodegradace se tyka vSech pfirozenych procest,
které jsou uskuteciiovany bakteriemi a jinymi mikroorganizmy ¢i vyS$S§imi organismy, které
vedou k destrukci organickych molekul. Proces bioremediace spociva v akceleraci téchto
pfirozenych biodegradacnich procesit nebo v pfisné cilené biodegradaci. Procesy
bioremediace snizuji rizika nezadouci piirozené transformace kontaminujicich latek a rizika
perzistence  neznamych transformacnich produkti v prostfedi. Bioremediace je tedy
biodegradacni metodou, ktera vede k ozdraveni kontaminovaného prostfedi. Bioremediace
mize byt na zakladé znalosti podminek prostfedi, jeho mikrobialniho osidleni a charakteru
znecisténi uskuteciiovana dvémi zakladnimi metodami:

Fertilizace

je bioremediacni metoda, kterd spocCiva v akceleraci jiz probihajicich pomalych
biodegradacnich procest , uskuteciovanych ptirozené se vyskytujici mikroflorou. Nejcastéji
spociva ve stimulaci ristu vhodnych degradatort piidavkem zdroji dusiku a fosforu, popf.
rustovych faktort ¢i induktora specifickych enzymii.

Seeding

spo¢iva v obohaceni kontaminovaného prostiedi degradatory se znamym kabolickym
potencialem. Spolu s t€émito mikroorganizmy mohou, ale nemusi byt aplikovany i potfebné
ziviny a rustové faktory. Bioremediace uskuteciovana metodou seeding je provadéna
nejcastéji s mikroorganizmy isolovanymi z pfirozen¢ho prostiedi. V procesu bioremediace—
seeding zatim nejsou vyuzivany geneticky modifikované mikroorganizmy, i kdyz
v laboratornich podminkadch jsou tyto mikroorganizmy konstruovany a vyuzivany pro
studium degradacnich procest a konstrukci degradacnich drah.
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BIODEGRADACE VAZANA NA RUST MIKROORGANIZMU

Mikroorganizmy vyZzaduji celou fadu pfirozenych organickych a anorganickych latek,
které vyuzivaji jako zdroj uhliku,energie,dusiku, fosforu, siry nebo jinych prvka nutnych pro
zivot buniky. Nejvétsi pozornost je vSak zamétena na studium zdroj uhliku a energie, nebot’
Schopnost mikroorganizmli vyuzivat organicky substrat jako zdroj uhliku a energie pro rust
je prokazatelna laboratorné tzv. enrichment-culture technique. Tato metoda je zaloZena na
selektivnim vyuzivani jednotlivych testovanych organickych sloucenin jako zdroje C a
energie pro rast studovaného mikroorganizmu, pficemz rast mikroorganizmu je sledovan
v prostfedi obsahujicim vSechny nutné anorganické Ziviny, ale Zzadny jiny zdroj uhliku a
energie. Za téchto podminek je studovany mikroorganizmus (degradujici druh ¢i kmen)
schopny rtst jen tehdy, jestlize testovanou organickou latku vyuziva a tedy i degraduje. Pti
testovani piirozenych mikrobidlnich populaci se jen velmi malo bakterii a hub mlze za
podminek tohoto jednoduchého pokusu mnozit. Piesto opakovana selekce a nahromadéni
degradujicich mikroorganizmt s mikroorganizmy. Technika obohacené¢ho syntetického
prostiedi vSak mize byt 1 nelspéSna, nebot’ se experimentator muze dopustit nékterych
zavaznych chyb, které nenavozuji vhodné rastové podminky pro mikroorganizmy s
hledanym degradacnim potencialem. NejcastéjSi chybou byva nevhodné zvolena koncentrace
studované organické latky . Velmi nizké koncentrace organické latky mohou byt
nedostacujici pro mnozeni bunck degradujiciho mikroorganizmu, naopak pfili§ vysoké
koncentrace organické latky mohou byt i pro degradujici mikroorganizmy toxické. Pfi¢inou
neuspéchu v izolaci degradujicich mikroorganizmi byva i nevhodné pouziti selektivniho
media, které casto postradd esencialni rustové faktory pro jejich rist. Nejcastéji vSak
neuspesna izolace mikroorganizmi s degradacnim potencidlem piimo souvisi s dlouhodobou
perzistenci nékterych organickych latek v pfirodé. Tyto neuspésné izolace mohou byt pak
dikazem, ze studovana organicka latka nemutze byt ani za vhodné zvolenych fyziologickych
podminek vyuzivana pro riist a mnozeni mikroorganizmu jako zdroj uhliku a energie.

Proces biodegradace organickych latek v pfirodé je velmi casto vazan na rst
mikroorganizmil, coz se projevuje zvySenim poctu bakteridlnich bun¢k nebo biomasy hub
v prostiedi.V piipadé, ze se skute¢né jedna o vyuzivani organického znecisténi jako zdroje
uhliku a energie pro rist mikroorganizmu, musime soucasné pozorovat vyznamn¢ snizovani
koncentrace testované organické latky. Vymizeni tohoto zdroje uhliku a energie pak
nasledné vede k poklesu poc¢tu bunck ¢i snizeni biomasy degradujicich mikroorganizmii.
Pokud se koncentrace testované organické latky vyznamné nemeéni, pak lze uzaviit, ze pro
rast mikroorganizmu byl vyuzit jiny zdroj uhliku a energie, napf. jiné bunééné nebo tkanové
slozky zivych organizmu.

Pro biodegradaci, kterd je vdzand na rGst mikroorganizmi, byva charakteristicka
mineralizace organického substratu. Organicky substrat je pfeménovan az na CO,, slozky
buitkky a na produkty, které¢ jsou typické pro danou katabolickou drahu. V pfirozeném
prostiedi vSak mineralizace nemusi byt vzdy vazana na rast bun€k a naopak, produkce CO,
nemusi byt u nerostouci populace vzdy vézdna na mineralizaci sledovaného organického
substratu. V pfirozeném prostiedi je vzdy nutné vidét produkci CO, ve vzijemném
komplexnim plisobeni vice mikrobidlnich druht, které spolecné mohou uskutecniovat velmi
pomalou mineralizaci polutantu.



Organické zneCisténi prostfedi reprezentuje pro prirozené se vyskytujici heterotrofni
mikroorganizmy vhodny ¢i mén¢ vhodny zdroj uhliku a energie. Mikroorganizmy mohou pak
na daném zdroji uhliku rist , jestlize organicka latka je degradovéna jejich hlavnimi
metabolickymi drahami. Jen tyto katabolické drahy jim zajiSt'uji dostatek materialu a energie
pro biosyntetické procesy.

Pokud organické znecCiSténi nemize byt atakovano enzymatickym vybavenim
mikroorganizmu, pak nemiize sloucenina slouzit ani jako zdroj uhliku a energie a
biosyntetick¢é pochody v bunce neprobihaji. Velmi c¢asto postaci, aby tato neobvykla
kontaminujici latka byla pozménéna napfi. abioticky nebo enzymem jiného mikroorganizmu
na vyuzitelny substrat v hlavnich metabolickych drahach degradatora.
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Obr.1 Rust bakterii degradujicich 4-nitrofenol
( 2 ppm) Podle Wiggins a kol., 1987

Prikladem vyuzivani organického substratu jako zdroje uhliku a energie s vyuzitim
nenrichment-culture technique* mohou byt bakterie metabolizujici 4-nitrofenol (PNP). Riist
degradujiciho mikroorganizmu je soucasné doprovazen plynulym poklesem koncentrace
metabolizovatelného uhlikatého substratu ve vodném prostiedi. (Obr.1).

Asimilace uhliku

Béhem mikrobialni degradace uhlikatého substratu je urcit¢é procento uhliku
asimilovdno a stavd se soucasti bunky, tedy podili se na vytvafeni bunécné biomasy.
Stanoveni tohoto procenta uhliku zabudovaného do biomasy je pomérné jednoduché
v tekutych definovanych mediich s ptidavkem uhlikatého substratu, ktery je rozpustny ve
vod¢. Mnohem komplikovangjsi je stanoveni procenta asimilované¢ho uhliku pifi degradaci
organickych kontaminant v piddé, odpadni vod¢, v kalech nebo sedimentech. Obtize
stanoveni zpusobuje pifitomnost organickych zbytki a také Castd tvorba komplexnich
produktti nerozpustnych ve vodé, které musi byt odliSeny od nové vytvafeného bunééného
materidlu. Za asimilovany uhlik Ize povazovat vSechen uhlik substratu po odec¢tu uhliku,
ktery byl bunikou mineralizovan.

C asimilovany — C substratovy ~ C mineralizovany



Také asimilovany uhlik je vSak v pribéhu metabolizmu buiiky rovnéz mineralizovan
nebo se dostava do bunék protozoi nebo jinych predatori.V laboratornich métenich pii praci
s Cistymi kulturami bun¢k je asimilace uhliku Casto vyjadfovéana tzv. ristovym vytéZkem,
ktery udava mnozstvi vytvorené biomasy na vahovou jednotku vyuzitého substratu.
Asimilace miize byt vyjadfena rovnéz meolarnim rastovym vytézkem, ktery predstavuje
vahu biomasy vytvorené metabolizaci jednoho molu substratu. Tyto hodnoty jsou velmi
variabilni a podstatné¢ odliSn¢ zejména v porovnani asimilace u aerobil a anaerobli. Za
urcitych podminek mize byt uhlik ze substratu zcela mineralizovan . K tomuto jevu dochazi
zejména pii nizkych koncentracich substratu. Za téchto podminek jinak asimilovatelny
uhlikaty substrat ziejmé slouzi pro buiniku pouze k zachovani energie a zivotaschopnosti.
Rychla respirace bunék muize vSak vést i k jejich rozkladu a postupné k celkové mineralizaci.

V kontrastu k témto pozorovanim byla prokazana existence uhlikatych latek, které
mohou byt za urCitych podminek akumulovany do biomasy i v ptipadé€, ze se v prostredi
vyskytuji ve velmi nizkych koncentracich. Nebylo vSak prokazano, Ze buiiky vedle tohoto
asimilovaného uhlikatého substratu nevyuzivaji navic jiny uhlikaty substrat z prostfedi, ktery
nebylo mozné identifikovat ( napt.odumielé bunky). NemliZzeme proto zobecnit, Ze procento
mineralizace  vzristd nebo klesd se vzrustajici koncentraci degradované latky v
prostiedi. Procento uhlikatého substratu, ktery je bud’ asimilovan nebo mineralizovan zavisi
Casto na druhu mikroorganizmu, ktery byl pouzit k transformaci, na typu vyuzivaného
substratu, na teploté a pravdépodobné i na jinych faktorech prostfedi, v némz biodegradace
probiha.

V ptirozenych spoleCenstvech jsou bunky, které mohou vyuzivat kontaminujici
organicky substrat, ¢asto rozlozeny jinymi druhy mikroorganizmii nebo jsou konzumovany
protozoi a jinymi predatory. V tomto procesu znacné klesd sumarné v celém spolecenstvu
procento uhliku asimilovaného do jeho biomasy a soucasné¢ v Case vzrustd procento
mineralizace. Mlizeme shrnout, Zze zejména za ptitomnosti kysliku v prostfedi, jsou pocatecni
procesy vyznamnym odrazem aktivity mikrobidlni populace specificky degradujici uhlikaty
substrat, zatimco postupné s ¢asem, tyto procesy odrazeji aktivitu celé pfirozené komunity
mikroorganizmii kontaminovaného prostredi. Procesy mineralizace biomasy degradator a
jejich produkt probihaji v pfirozeném prostfedi velmi pomalu. Z toho mizeme usoudit, Ze
vétSina uhliku z degradovaného substratu zlstava v prostiedi ve formé vysokomolekularnich
komplex, které jsou velmi odolné k rychlé biodegradaci.

Asimilace jinych prvku

Cela tada kontaminujicich latek miize slouZit nejen jako zdroj uhliku a energie, ale i
jako zdroj jinych prvkl. Nejcastéji se jedna o vyuziti kontaminujici latky jako zdroje N,P,S
nebo stopovych prvki pro rist degradatora v prostfedi. Pfikladem mize byt vyuZzivani 2,6-
dinitrofenolu buiikkami studovaného kmene Pseudomonas sp..Tento mikroorganizmus
vyuziva 2,6-dinitrofenol jako zdroj dusiku. V prvni fazi degradace bylo pozorovéano
odstépeni nitritu s naslednou redukci na NHj, ktery umoziiuje mnozeni mikroorganizmu.
(Brujn a kol., 1987). Byla popsana celd fada mikroorganizmii degradujicich herbicidy a
insekticidy, ktefi vyuZzivaji tyto latky prevazné jako zdroj fosforu. Rovnéz nékteré sirné
organické polutanty mohou slouzit pro nékteré degradatory jako zdroj siry. Bylo vSak
pozorovano, ze 1 kdyz nékteré organické latky obsahuji nejriznéjsi rustové prvky, byva
mikroorganizmem vyuZzivdn pouze jeden znich. Pro heterotrofni mikroorganizmy, které
osidluji pfirozené prostredi, zistdva vSak limitujicim prvkem uhlik, 1 kdyZ pti odpovidajici
koncentraci N,P,S a jinych stopovych prvki. Tyto mikroorganizmy vSak nejcastéji vyuzivaji
uhlikatou kostru organického polutantu jako zdroj uhliku a energie, pfi¢emz tento proces
nutné vede k souc¢asné mineralizaci jinych organicky vazanych prvki.
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PRIZPUSOBENI

Degradaci Siroké Skaly organickych sloucenin ptedchdzi obdobi, ve kterém nedochdzi
k jejich zjevné destrukci. Tento Casovy interval je oznacovan jako obdobi prizpisobovani
(acclimation period) nebo také faze adaptace nebo lag faze. Toto obdobi mizeme definovat
jako casovy usek, ktery uplyne od okamziku kontaminace prostiedi ur¢itou chemikalii az do
prvniho prokazatelného ubytku této latky. Béhem tohoto obdobi nelze v koncentraci
polutantu pozorovat zadné prukazné zmény. Toto obdobi byva vystiidano rychlym poklesem
koncentrace kontaminujici latky (Obr.2).
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Obr.2 Biodegradace polutantu s fazi ptizptisobeni

Féaze ptizptsobeni mize byt pro ¢loveka, zvifata 1 rostliny velmi nebezpecna, protoze
po toto obdobi zlstava latka v prostiedi beze zmény a riziko jejiho toxického pilisobeni
vzristd. Mimo to v tomto obdobi se muze latka Sitfit do povrchovych nebo spodnich vod.
Zejména ve spodnich vodach pak kontaminant miize ptetrvavat, nebot’ pravdépodobnost jeho
degradace vtomto prostfedi je mizivad. Horizontalni Sifeni polutantu muze navic zcela
neocekavané ohrozovat zdravi ¢lovéka a zvifat i v lokalitach zna¢né vzdalenych od mista
primarni kontaminace. Obdobi ptizptisobeni bylo pozorovdno po kontaminaci nejriznéjSimi
syntetickymi organickymi latkami a to v piidé, ve vodnim prostiedi, v sedimentech i kalech.
D¢élka obdobi ptizptsobeni je velmi variabilni a kolisa od n¢kolika hodin az po fadu mésict.
Délka tohoto obdobi je siln€ ovlivnéna jak chemikalii samotnou a jeji koncentraci, tak i
podminkami prostfedi (teplota, provzdu$néni, pfitomnost Zivin a stopovych prvki, popf.
jinych, Casto té€zce definovatelnych faktoril). Za anaerobnich podminek byva tato faze
prizptisobeni pomérné delsi v porovnani s podminkami aerobnimi. VSeobecné je vSak nutné
si uvédomit, ze predikce doby ptizplisobeni je velmi obtiznd a namnoze zcela nemozna.

Po obdobi piizpisobeni mize nasledovat pomald nebo naopak rychld biodegradace
kontaminujici latky. VSeobecné vSak plati, ze pokud dojde k opakované kontaminaci
prostiedi degradovanou latkou jiz po ukonceném obdobi ptizpiisobeni, pak néasledujici druhé
obdobi pfizplisobeni se vyrazn¢ zkracuje nebo dokonce chybi. Zkraceni nebo vymizeni
obdobi ptizplisobeni po opakované kontaminaci je vysvétlovano dostate¢nym poctem bunck
degradujicich mikroorganizmti vytvofenych v pribéhu priméarniho vyuZzivani polutantu.
Rychlost degradace kontaminujici latky byva vSak namnoze i po druhé aplikaci téze
chemikalie stejna, 1 kdyz nékteti autofi uvadeji , Ze miize byt i podstatné vyssi v porovnani
s prvni aplikaci , kterou charakterizuje perioda ptizptisobeni.
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Jestlize po prvni aplikaci chemikalie vzroste pocet degradujicich bun¢k dvakrat, pak by
se pii konstantni rychlosti jeji degradace, vztazené na jednu bunku, méla zkratit doba
potiebna na degradaci urcit¢ého mnozstvi této latky pfiblizné na jednu polovinu. Jestlize
vzroste pocCet bun¢k tfikrat, pak na jednu tfetinu atd. Ve skuteCnosti vSak velky pocet
degradujicich bun¢k je v prostfedi konzumovan protozoii a jinymi predatory, takze
nedochazi k jejich plynulému nartGstu v kontaminovaném prostredi. Je tedy pravdépodobné,
ze pokud po dal$im pfidani polutantu bude biodegradace probihat vyssi rychlosti, tak za toto
zvysSeni nebude zodpovédny jen narist populace degradujicich mikroorganizmit, ale také
jejich zvysSend metabolicka aktivita. O tom, jak dlouho pfetrvava toto metabolické
,haladéni® bunék, se vedou dosud diskuze. VSeobecné je vSak znamo, Ze po ukonceni
degradace polutantu ztraceji degradujici mikroorganizmy postupné svoji aktivitu a souc¢asné
dochazi k poklesu poctu bunék nebo biomasy. Pro rtizné organické latky je délka tohoto
obdobi velmi variabilni. Namnoze autofi usuzuji, Ze rozhodujici podil na ztraté
zivotaschopnosti bunék ma snizeni jejich metabolické aktivity pro nedostatek néckterych
,»specifickych* latek.

Faktory ovliviujici pfizpusobeni

Obdobi pfizpGsobovani mikrobidlniho spolecenstva jednomu substratu byva
doprovazeno soucasnym piizpusobovanim se 1 latkdm jinym, i kdyz ne vSem, ale pfedevsim
laitkaim pribuznym. Piikladem mulze byt metabolizmus pfibuznych latek po obdobi
prizptusobeni mikroorganizmu k degradaci fenolu ve vod¢. Experimentalné bylo prokazano,
ze tyto mikroorganizmy pak velmi dobfe metabolizuji néasledné ptidany 4-chlorofenol,
3-aminofenol a m-kresol. Podobné se pfizptisobeni mikrobidlni populace k benzenu
projevuje ve zvyseni rychlosti transformace riiznych polycyklickych aromatickych sloucenin.
Toto zjisténi neplati vSak pro degradaci riznych sloucenin ve smésich, kde naopak muze
dojit k prodlouZeni obdobi aklimatizace mikrobidlnich spolecenstev a nastupujici degradace
nékterych kontaminant muze byt velmi pomald nebo se viibec nemusi uskutec¢nit, ackoliv
jednotlivé slozky mohou byt spoleCenstvem degradovany.

Vyznamnym faktorem, ktery ovliviiuje délku doby pfizptisobovani, je teplota
prostiredi. Obdobi pfizpiisobeni se prodluzuje zejména v nizkych teplotach.

Délku tohoto obdobi ovliviiuje dale hodnota pH a pritomnost kysliku v prostiedi.
V povrchovych vodach mohou limitovat rist degradujicich mikroorganizmti Kkoncentrace
dusiku a fosforu . Bylo vSak prokazano, ze v piidach mtize dojit k degradaci dusikatych nebo
fosfatovych organickych slouCenin az po velmi dlouhém obdobi, nebot degradujici
mikroorganizmy vyuzivaji z prostiedi prednostné anorganické zdroje dusiku a fosforu.

Na délce obdobi ptizplisobeni se podili i koncentrace kontaminujici organické latky.
Ani velmi citlivé analytické metody vSak nedovoluji precizni posouzeni délky obdobi
pfizplsobeni pro latku, kterd kontaminuje prostfedi ve velmi nizké koncentraci. Bylo vSak
prokdzéano, ze v rozmezi téchto relativné nizkych koncentraci latky se sebemensi zvysSeni jeji
koncentrace v prostfedi projevuje rovnéz zvySenim rychlosti jeji degradace. Naopak pfi
kontaminaci prostfedi vysokymi koncentracemi polutantu musime vzdy pocitat s pomérné
dlouhou dobou aklimatizace degradujicich mikroorganizmi.

Dalsi vyzkumy vSak prokazaly, ze délka obdobi piizpiisobeni neni zdvisla jen na
chemickém slozeni kontaminujici latky a jeji koncentraci v prostfedi. Rozhodujicim faktorem
muze byt i lokalita samotna se specifitou degradujicich mikrobidlnich spolecenstev.

Zkracovani nebo vymizeni faze pfizpisobeni s naslednou akceleraci degradace muze
byt vaznym problémem pii kazdoro¢ni aplikaci nékterych ochrannych latek v zemédélstvi.
Tyto latky, zejména herbicidy a insekticidy, se stavaji diky jejich zrychlené biodegradaci
v doporucenych davkach neucinné. Tento fakt vede zeméd¢€lce ke zvySovani aplikovaného
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mnozstvi herbicidu. Vysledkem této neuvazené aplikace herbicidu byva namnoze vznik nahlé
perzistence téchto latek v prostiedi a jejich neumérnd koncentrace v zemédélskych
produktech. Na zéklad¢ vysledkt laboratornich i polnich experiment se ptredpoklada, ze
zvyseni rychlosti degradace pesticidii a herbicidii neni zavislé na zmnozeni degradujicich
bunék ¢i biomasy, ale spiSe na zvyseni metabolické aktivity jednotlivych bunck.

Vysvétleni pro vznik faze prizpusobovani
Vysvétleni tohoto fenoménu je velmi mnoho. VétSinou vSak k vysvétleni slouzily

laboratorni experimenty s Cistymi kulturami a pfirozenymi substraty. Je tedy zfejmé, ze za
téchto podminek nelze zavéry téchto experimentl aplikovat bez vyhrad pro kontaminovana
prostfedi. K objasnéni byly proto pouzity pouze studie pfirozenych mikrobialnich
spoleCenstev vystavenych vlivu syntetickych sloucenin v obvyklych koncentracich jejich
vyskytu v prostiedi. Vysledky dosazené za téchto ,,ptirodnich® podminek byly skute¢né
nesrovnatelné s laboratornimi experimenty v celé fad¢ parametrti. Na jejich zakladé bylo
odvozeno pét moznych vysvétleni pro vznik faze ptizpiisobeni mikrobialni populace danému
polutantu:

a) zmnoZeni malé populace degradujicich mikroorganizmii

b) pritomnost toxini

¢) predace protozoi

d) vznik novych genotypi

e) diauxie

Zmnozeni malé populace degradujicich mikroorganizmu

Piida, piirodni vody, kaly a odpadni vody typicky obsahuji malé populace
mikrobialnich degradatori, kteti mohou odbouravat syntetické organické latky nejriiznéjSiho
chemického slozeni. Tyto malé populace nemohou prokazateln¢ degradovat kontaminujici
syntetické latky. Jestlize si jako ptiklad uvedeme populaci mikroorganizmi o koncentraci 107
buné¢k v jednotkovém objemu a kazdé z téchto bunék rozlozi cca 1 pg organického substratu,
pak pfi aplikované koncentraci 0,1 pg v jednotce tohoto objemu, nebude analytickymi
metodami zaznamenana zadnd vyznamna zména v koncentraci tohoto organického polutantu.

Jestlize bakterie vyuZzivaji latku jako zdroj uhliku a energie, pak se mald populace
degradujicich buné€k vice ¢1 méné vyrazné¢ zmnozi. Pfi nizkych koncentracich substratu je
faze ptizpisobovani bunék sice velmi kratkd, ale mnozeni bunék se velmi rychle zastavi ,
nebot’ zdroj uhliku a energie je pomérné rychle vyCerpan. Na druhé strané je patrné, Ze
aklimatizace muze byt naopak velmi dlouhd, a to zejména tehdy, je-li koncentrace substratu
velmi vysoka. Bylo vSak zjisténo, Zze pro zmnozeni degradujicich bun¢k je pii vysoké
koncentraci substratu vyzadovan velmi dlouhy cas, a Ze detekovatelny ubytek substratu mtize
byt zaznamenan teprve az po dosazeni vysoké koncentrace degradujicich bun¢k v prostredi.
Je pravdépodobné, Ze vysoké koncentrace substratu mohou byt vyuzivany jen malym poctem
degradujicich mikroorganizmti v lokalité. K vytvofeni dostate¢ného biodegradac¢niho
potencialu prostiedi je pak zapotiebi pomémé dlouhd doba, béhem které se tyto
mikroorganizmy rozmnozi a umozni stanovit detekovatelny ubytek kontaminujiciho
substratu.

V soucasné dob€ neni zatim jasné, jak Casto dochazi k takovéto aklimatizaci bungk,
kterou muzeme jen ptredpokladat, nebot’ neni vzdy doprovazena vyraznym poklesem
koncentrace degradovaného substratu. Celd tfada autorti o existenci této faze hovoii se
samoziejmosti, aniz by jejich tvrzeni bylo podepfeno experimentdlnimi udaji. Bylo napft.
pozorovano, ze pii kontaminaci vody 4-nitrofenolem (2 mg/l) dochazi pomérné k rychlému
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vzrustu poctu jeho degradatort, ackoliv prokazatelny ubytek latky byl pozorovan az po
ndkolika dnech, kdy koncentrace bundk dosahla cca 10° v 1 ml ( Obr.1). Dlouh4
aklimatizacni faze bunck je nékterymi autory davana do souvislosti s toxickym pisobenim
vysokych koncentraci substratu, ¢emuz ale odporuje dosazeni vysoké koncentrace bunék
degradatora v prostiedi, kterd dovoli rychly start degradace substratu.

K aklimatizaci mikroorganizmii degradujicich urc¢ity uhlikaty substrat miize dojit i po
opakované kontaminaci lokality, jestlize mezi prvni a dal$i kontaminaci ub¢hla pfili§ dlouha
doba, kterd vedla k pronikavému snizeni poctu degradujicich bunék (substrat, predatofi,
parazité).

Pritomnost toxina (toxikantt)

Cela tada latek, které se dostavaji do prostfedi, mize vykazovat toxicky vliv na rist a
mnozeni mikroorganizmi. Tyto latky casto kontaminuji prostfedi ve smésich s lehce
degradovatelnymi uhlikatymi latkami. Teprve az je tento toxikant z prostfedi odstranén
(biodegradaci, neenzymatickou destrukci, sorpci nebo vytékanim), dochdzi k biodegradaci
vyuzitelného substratu. Casto miZze byt substrat, ktery kontaminuje pidu, degradovan i
v pfitomnosti toxikantu, jestlize je napf. pida zfedéna kontaminovanou zeminou bez
toxikantu a nebo ve vytvofeném kalu, ve kterém dochazi také k podstatnému zfedéni
toxickych kontaminujicich latek.

Toxikant muze pusobit riznym zpusobem :

» Miuze zpomalovat rastovou rychlost degradujicich druhti a prodluzovat dobu nutnou
pro degradaci polutantu. Takovym toxikantem miZe byt nejen organickd latka, ale i
latky anorganickeé (tézké kovy).

» Toxikant mize umoznit mnozeni nékterych mikroorganizmu, které jsou schopny jej
vyuzivat.V pribéhu této degradace toxikantu dochédzi postupné ke snizeni jeho
koncentrace pod hladinu jeho antibakterialniho ptisobeni. V tomto obdobi pak teprve
dochazi k mnoZeni ostatnich degradujicich mikroorganizmi uskuteciujicich Stépeni
zbyvajicich polutantti. Z toho vyplyva, zZe k vyuzivani zbyvajicich polutanti dochézi
az po obdobi, které je souctem doby nutné k dosazeni neinhibi¢ni koncentrace
toxikantu a doby nutné k dosazeni dostatecné koncentrace degradujicich bunék.

» Toxikant mize potlac¢ovat rychleji rostouci druhy, které obvykle pievazuji mezi druhy
schopnymi degradovat kontaminant. U pomalu rostoucich degradatorti pak dochézi
jen kvelmi pomalému nahromadéni biomasy, kterd je schopna degradovat
kontaminujici chemikalii.

» Toxiny nemusi byt pfitomné na pocatku degradace, ale dochazi casto k jejich
hromadéni v jejim pribehu.

Predace protozoi

Cela tada pfirozenych ekosystémt a vzdusnéné odpadni systémy jsou charakteristické
vyskytem znacné velké a vysoce aktivni populace protozoi.Tito mikroskopicti Zivocichové se
zivi bakteriemi, které osidluji prostiedi a vyrazné snizuji jejich pocet. Velmi nizké
koncentrace bakterialnich bun€k jsou pfi¢inou toho, Ze neni dostatecné vyuzivan ani lehce
vyuzitelny organicky substrat. K potlaceni predatorti v prostfedi se Casto pouzivaji rizné
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selektivni inhibitory. Po pouziti téchto inhibitorG dochézi k prikaznému zkraceni
aklimatiza¢ni faze degradujicich mikroorganizmt a ke zvySeni jejich koncentrace. Eliminace
protozoi v prostiedi se v kratkém obdobi projevi pozorovatelnym Ubytkem kontaminujici
latky.

Vznik novych genotypl

Bakterie a houby, které osidluji kontaminované prostfedi, mohou casto podléhat
genetickym zménam, které jsou vysledkem mutaci nebo pienosu genetické informace
z jednoho druhu na jiny. Tyto zmény se uskuteciiuji ve velmi nizké frekvenci a jen velmi
malo bunék v populaci reprezentuje novy genotyp doprovazeny fenotypovymi zménami. O
tom, zda se fenotypové odlisné buiiky budou v kontaminovaném prostiedi mnozit, rozhoduje
celd fada faktorl, ktera umozni jejich selekci. Z dlouhodobych pozorovani vyplyva, ze ve
vétsin€ kontaminovanych prostfedi vznikaji mutacni zmény mikroorganizmi spiSe nahodné a
nahromadéni mutanti vyzaduje velmi dlouhy cas, ktery presahuje ptedpokladanou dobu
aklimatizace. Ne¢které toxické kontaminanty se vSak mnohou zna¢nou meérou podilet na
vzniku a nahromadéni mutantti, které umozni degradaci této nebo jiné toxické latky.

Prenos gent, jejichz produkty se podileji na biodegradaci, byl experimentalné
prokdzan tadou autori. Napt. schopnost degradovat chlorokatechol mize byt ptenaSena
z kmene Pseudomonas na kmen Alcaligenes. Vysledkem je vznik nového genotypu, ktery
umoziuje degradaci 2-, 3- a 4-chlorofenolu, ackoliv tuto schopnost nemé zadny z ptivodnich
kmenli. Do jaké miry se vznik téchto novych genotypi podili na biodegradaci
kontaminujicich latek v pfirozeném prostiedi, nebylo dosud spolehlivé prokazano.

Diauxie
Cisté bakterialni kultury, které se mnoZzi v prostfedi obsahujicim relativné vysoké
koncentrace dvou zdroji uhliku, nevykazuji obvykle jednoduchou exponencialni fazi, ktera je
charakteristickd pro rustovou kiivku bunék v prostiedi s jednim zdrojem uhliku. V prostiedi
se dvéma zdroji uhliku je mnozeni bunék charakterizovano dvéma exponencidlnimi fazemi,
které jsou vzajemné oddéleny obdobim zpomaleného nebo neprikazného mnozeni (Obr.3).
Prvni exponencialni faze je charakterizovdna vyuzivanim pouze jednoho substratu, druha
faze pak vyuzivanim druhého substratu.Tento dvoufazovy riist mikrobidlnich bunék a
postupné vyuzivani dvou substratli je oznaCovan jako diauxie. Diauxie je v prvni fazi
vyuzivani uhlikatého substratu charakterizovana potlacenim syntézy enzymu pro vyuzivani
dalSiho substratu. Preferovani vyuzivani urcité organické slouceniny pifed jinou miize byt
vysvétlenim pro pfizplisobovaci periodu vtom pfipadé, Ze kontaminant je druhym

substratem.
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a mnozeni téchto bun¢k neni tedy organicky zdroj vyuzivan jako zdroj fosforu a jeho
degradace zacina az po vyuziti anorganického zdroje.

Piimy diikaz existence diauxie v pfirozeném prostfedi neexistuje. Rovnéz podil diauxie
na prodluzovani délky obdobi pfizplisobovani nebyl zcela prokdzén. Je velmi
pravdépodobné, Ze v komplikovanych mikrobidlnich komunitdich budou rizné substraty
vyuzivany spiSe riznymi mikrobialnimi druhy, nezli jednim druhem s riiznou substratovou
preferenci.

ENZYMOVA INDUKCE A LAG FAZE

Mikroorganizmy produkuji jak konstitutivni enzymy ( 1 kdyz neni substrat pfitomny), tak
enzymy inducibilni (v pritomnosti substritu nebo jemu strukturdln€ podobné latky).
V prostiedi bez tzv. induktoru, je koncentrace inducibilnich enzymti velmi nizka. Proces
indukce byl intenzivné studovadn a je znamo, Ze je uskuteciiovan celou fadou komplexnich
procest, které se podileji na zvySeni rychlosti tvorby degradativnich enzymt. Enzymaticka
aktivita populace miize byt kontrolovana katabolickou represi, pfi které uvoliiované
produkty degradace jednoho substratu potlacuji syntézu enzymu souvisejicich s degradaci
substratu jiné¢ho, ktery miize poskytovat tytéz produkty.

Stépeni celé fady syntetickych slouéenin miize byt indukovano. Mezi indukovatelné
enzymy patii napi. dehalogenazy. Pfesto nelze pfesné urcit do jaké miry se indukce podili na
délce doby piizpisobovani, nebot’ indukce casto probéhne velmi rychle ( minuty nebo
hodiny) a faze aklimatizace mtze trvat i nékolik tydnt.

Vysledky laboratornich experimenti vSak naznacuji, ze jestlize prvni krok
v metabolické draze vyzaduje biosyntézu inducibilniho enzymu a podminky této indukci
brani, pak slouc¢enina nemtze byt v takovém prostfedi degradovana. Jednou z pti¢in, ktera
brani indukci prvniho enzymu metabolické drdhy, mize byt podprahova koncentrace
induktoru v prostfedi. Je napt. zndmo, ze indukce prvniho enzymu v katabolické draze 3- a
4-chlorobenzové kyseliny uskute¢iiované buitkkami Acinetobacter calcoaceticus miize
probihat jen tehdy, jestlize koncentrace téchto kontaminujicich latek dosahuje alesponi 1 uM.
Podobn¢ indukce amiddzy, kterda je nutna u gramnegativnich bakterii ke Stépeni
fenylmocCovinovych herbicidli, mlze probihat pfi koncentraci 50 uM, ale k indukci
nedochazi, jestlize koncentrace téchto herbicidl poklesla na 10uM.

Pti¢inou pocatecniho velmi nizkého nebo zadného poklesu kontaminujici latky mize
byt i lag faze v ristovém cyklu degradujicich bakterii. Lag faze, kterd doprovazi pieneseni
mikroorganizmu do Cerstvého media, je pozorovana i za laboratornich podminek v bohatych
rastovych mediich. V pfirodnich podminkach se na vzniku lag faze podili napf. nizka
koncentrace bunck v prostiedi. Lag faze pfirodni populace ziejmé souvisi 1 s pocatecni
indukci katabolickych enzymii. V zadném piipad¢ vSak délka lag faze nedosahuje délky
aklimatiza¢ni periody, 1 kdyz se na aklimatizaci bun¢k k degradaci polutantu pravdépodobné
Castecné podili.

MIKROBIALNI TRANSFORMACE

AKTIVACE DETOXIKACE
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BIOTRANSFORMACE

Detoxikace polutantu (detoxifikace)

V tomto procesu je toxikologicko aktivni latka pfeménovana na neaktivni produkt.
Protoze toxikologické aktivita latky je spojena Casto s jeji strukturou, napf. s riznymi typy
substituentli, prostorovou konfiguraci a pod., je detoxikace uskute¢iiovdna celou fadou
reakci. Detoxikace muze byt uskuteCiiovana jak abioticky tak i biologicky. Biologicka
detoxikace uskuteciiovand mikroorganizmy je striktn€ zavisld na koncentraci latky
v prostfedi. Vysoké koncentrace toxického polutantu mohou potlacovat rist mikroorganizmi
a omezit detoxikaci polutantu. Ve vétsing ptipadu je detoxikace uskuteciiovana jednoduchou
primarni reakci, nejcastéji hydrolyzou, hydroxylaci, dehalogenaci, demetylaci nebo jinou
dealkylaci, metylaci, redukci nitroskupiny, deaminaci, Stépenim éteru, premeénou nitrilu na
amid a konjugaci.

CO,
detoxikace / mineralizace

Toxicka latka | Inaktivni produkt

\ Typicky produkt
Atypicky produkt

Mikroorganizmy velmi Casto nevyuzivaji toxickou latku jako zdroj uhliku, ale
jednoduchou transformaci snizuji jeji toxicitu, ¢imz vyznamnou mérou piispivaji
k ,,ozdraveni* kontaminovaného prostiedi. Enzymatické reakce vedouci k pfeméné aktivni
molekuly v neSkodny produkt se vétSinou uskuteciiuji uvniti buniky. Produkt pak mize byt
bunikou likvidovan jednou ze tfi moznosti :

» Inaktivni produkt mize byt dale stépen v fadé naslednych enzymatickych reakci,
které vedou k tomu, Ze vznika slouc¢enina bézné vyuzitelnd jako zdroj uhliku a
zbytek muze byt vylucovan buiikou do prostiedi jako typicky produkt.

» Atypicky produkt mize byt vylu¢ovan do prostiedi.

» Inaktivni produkt mtze byt v fadé enzymatickych reakci bunikou zcela
mineralizovan

Inaktivni produkt, ktery vznikd jednoduchou reakci, je strukturdlné velmi podobny
toxinu a Casto jeho mozna ,toxicita* je vdzana na jeho koncentraci v prostfedi. Nejucinné;jsi
detoxikacni reakci je tedy mineralizace, kdy kone¢nym produktem je oxid uhlicity.
K detoxika¢nim procestim, probihajicim v kontaminovaném prostfedi, byvaji ¢asto fazeny i
procesy kometabolické, o kterych bude pojednano pozdéji.
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Strucny prehled detoxikacnich procesu

Hydrolyza
Stépeni vazby za ucasti vody ( napt.mikrobialni §tépeni esterickych vazeb v insekticidu
malationu za Gcasti karboxyesterazy)

Q) 0]

] |
RCOR’+ H,0 — > RCOH + HOR’

Hydroxylace:

Mikrobialni adice skupiny OH na aromatickou nebo alifatickou molekulu
(mikrobidlni inaktivace fungicidu MBC)

RH — ROH

Dehalogenace
Cela tada pesticidi a Skodlivych primyslovych zbytkii obsahuje chlér nebo jiné
halogeny, které zptsobuji toxicitu jejich molekuly.Enzymy, které se podileji na detoxikaci
téchto latek, jsou oznaCovany jako dehalogenazy. Pii dehalogenaci miize byt halogen
nahrazen vodikem (reduktivni dehalogenace) nebo hydroxylem (hydrolyticka
dehalogenace). Casto mize dojit k detoxikaci halogenovanych slou¢enin i po odstranéni
halogenu a ptilehlého vodiku (dehydrodehalogenace).

Reduktivni dehalogenace : RC1 > RH

Hydrolyticka dehalogenace : RCIl > ROH

Dehydrodehalogenace : RCH,CHCIR’ » RCH=CHR’

Demetylace nebo jina dealkylace

Cela fada pesticidli obsahuje metyl nebo jiné alkylové substituenty. Tyto mohou byt vazany
na dusik nebo kyslik. N- nebo O- dealkylaci katalyzuji ¢etné mikroorganizmy, pii¢emz
dochazi k vyrazné detoxikaci pesticidu. Pfikladem mtze byt mikrobialni detoxikace
s-triazinu, herbicidu, ktery je strukturdlné¢ podobny atrazinu. Pidni mikroorganizmy mohou
tuto latku dealkylovat tak, ze ztraci N-etyl nebo N-izopropylovou skupinu za soucasné
detoxikace.

18



Metylace

Mikroorganizmy touto v podstaté reverzni reakci mohou detoxikovat fenol nebo nékteré
fungicidy. Ptikladem muze byt detoxikace fungicidli penta- a tetrachlorfenolti, které jsou
v ptirod¢ mikrobiologicky detoxikovany O-metylaci :

ROH—> ROCH;

Redukce nitroskupiny

cwwvr

jejimu omezeni mtze dojit v diisledku redukce nitroskupiny na aminoskupinu:
RNO, — > RNH,

Ptikladem mtize byt omezeni toxicity 2,4-dinitrofenolu, jestlize je mikrobiologicky
pfeménén na 2-amino-4- nebo 4-amino-2-nitrofenol. Podobné lze snizit toxicitu fungicidu
pentachloronitrobenzenu jeho pfeménou na pentachloroanilin.

Deaminace

Mikrobiélni deaminace, ktera vede k odstranéni fytotoxicity, byla popsana u herbicidu
metamitronu .

Stépeni éteri

Fenoxyherbicidy obsahuji skupiny C-O-C. Stdpenim téchto éterickych vazeb dochazi
ke snizeni jejich fytotoxicity. Toto mikrobidlni $tépeni je ptekvapujici, nebot’ vazebna
energie mezi uhlikem a kyslikem je pomérné vysoka.

Preména nitrilu na amid

2-6-dichlorobenzonitril je potencialnim inhibitorem ristu nékterych rostlin (komeréni
preparat Dichlobenil). Mikrobidlni konverzi na 2,6-dichlorobenzamid se tato latka stava
inaktivni.Tato detoxika¢ni reakce probiha v ptdé.

R-CN — R-CO-NH,

Konjugace

Konjugace se uskuteCtiuje mezi riznymi intermedidty pfirozen¢ probihajicich
metabolickych reakeci a syntetickymi molekulami.Tato kombinace normalniho metabolitu
s toxikantem vede velmi cCasto ke vzniku netoxické latky. Tato konjugace se muze
uskuteciiovat jak u zivocichi tak i u rostlin, ale nejvyznamnéjsi roli pii téchto detoxikacnich
reakcich hraji mikroorganizmy. U mikroorganizmu byly popsany:
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glukézové konjugity — houba Cunninghamella elegans konjuguje pyren s glukdzou
nebo muze vytvaret glukdzové derivaty s fenantrenem.

glukuronidové konjugéty- vznikaji v prubéhu metabolizmu fenantrenu riznymi
houbami

glutationové konjugaty- byly pozorovany v pribéhu bakteridlni degradace
nekterych herbicida

aminokyselinové  konjugaty-  vznikaji pfi mikrobidlni detoxikaci nékterych
herbicida

acylové konjugdty- na acylaci se nejCastéji podili acetyl, ale i propionylové a
formylové skupiny. Acylace je uskutecnovana celou fadou mikroorganizmii. Napf.
tvorba acetylovanych aromatickych aminti byla popsana pii mikrobialni degradaci
trinitrotoluenu (TNT).

sulfondtové a sulfatové konjugaty - vznikaji napf. pii Stépeni fenantrenu a 2-
nitrofluorenu houbami

» konjugaty dikarbonovych kyselin- tyto produkty (benzyljantarova kyselina a
benzylfumarova kyselina) byly pozorovany pii anaerobni transformaci toluenu.

vV V VYV V V

Y

K mikrobidlni detoxikaci riznych substrati mtze tedy dochdzet nejriznéjSim
zpiisobem. Mechanizmy detoxikace nejsou zdvislé jen na struktufe toxikantu, ale i na
pritomnych enzymech.Vzhledem k tomu, ze vétSina mikrobidlnich produkti degradace
nebyla dosud chemicky popsana a dokonale toxikologicky prozkoumadna, lze fici, ze
v pribé¢hu mikrobidlniho vyuzivani a transformace miize dochazet nejen ke snizeni
toxicity ptivodniho substratu, ale i naopak, Zze v nékterych piipadech mohou vznikat

vvvvvv

Aktivace netoxického polutantu

Béhem mikrobialni transformace muze dojit k nezadoucim preménam slabé toxickych
¢i netoxickych kontaminujicich latek v latky silné toxické, které ohrozuji zdravi ¢lovéka,
zvitat a rostlin. Casto vznikaji i latky, které jsou toxické pro samotné mikroorganizmy, takze
vysledkem je jejich akumulace a perzistence v prostfedi. Lze tedy fici, ze samotna
kontaminujici latka neni tak problematickd pro zivotni prostiedi jako jeji transformacni
produkt. Tento proces vzniku toxickych produktii z neSkodnych substrati je znam pod
pojmem aktivace. Aktivace polutantii probihd v pude, vodé, splaskovych vodach a vsude
tam, kde je prostiedi osidleno mikroorganizmy. Vznikajici toxické produkty mohou byt
produktem kometabolizmu (viz dale), ale i meziprodukty vznikajicimi v prib&hu procesu
mineralizace.

karcinogen

aktivace mutagen /v tychla mineralizace

NETOXICKA LATKA ~—— " | teratogen -

akutni toxikant \ pomald mineralizace

fytotoxin

antimikrobial.latka perzistence
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Vyznamné mechanizmy aktivace

Dehalogenace : Cl,C=CHCl —— CIHC=CH,

trichloretylen vinyl chlorid (karcinogen)

Halogenace

Houby, fasy a bakterie jsou Casto vybaveny enzymy, které katalyzuji adici chloridu
nebo bromidu do organickych molekul. VétSina téchto reakei je velmi dobie prostudovana,
jsou znamy enzymy i vznikajici produkty. Napt. nékteré fasy mohou vytvaret trichloretylen
nebo tetrachloretylen (PCE). Byly popséany i fasy, které uvoliiuji chloroform, bromoform a
jiné halogenované derivaty metanu. V pfirozenych procesech rovnéz vznikd kyselina
trichloroctova. Chlorované aromatické sloueniny mohou byt izolovany zlesni pidy a
z nékterych rostlinnych materiald. Bazidiomycety produkuji organohalogeny. Rada téchto
latek je toxicka a perzistuje v prostiedi.

Tvorba nitrézamint ze sekundarnich amini a nitrata.

Aminy a nitraty najdeme ve vétSingé pid a piirodnich vodnich zdroji. Nitraty jsou
chemikalie, kterych je ro¢né¢ vyrabéno miliony kilogramt. Sekundarni aminy jsou pfitomné
v zivo€isSném 1 rostlinném materialu, vznikaji v rozkladnych procesech. K nitrozaci
sekundéarnich aminti dochazi v ptitomnosti nitritli, které vznikaji mikrobiologickou pfeménou
nitratl. Produktem jsou nitrézaminy (karcinogeny, teratogeny,mutageny):

Ve vétsSiné piipadl jsou R a R’identické. Tyto latky jsou velmi aktivni i ve velmi nizkych
koncentracich.

V primyslu je rovnéz vyuzivana celd fada sekundarnich a terciarnich aminii. Terciarni
aminy maji tuto strukturu :

R N
N

/
R’

_R”

Sekundarni a terciarni aminy jsou obvykle pfitomné v celé¢ fadé¢ domacich produkta a
rovnéz fada pesticidii je tvofena sekundarnimi a tercidrnimi aminy nebo jsou nckteré na
terciarni aminy transformovany v ptdé. Siroky vyskyt téchto latek byl zaznamenan jak
v povrchovych vodach, tak i ve vodach odpadnich, v kalech a v ptidé. Terciarni aminy jsou
v pfirod¢ Casto transformovany mikrobiologickou cestou na sekundarni aminy.Transformace
je znazornéna v nasledujici rovnici :

N_R" ~

4 o

R R

NH
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Casto byva studovana mikrobialni transformace trimetylaminu na metylamin :

(CH3)3N B —— (CH3)2NH

Sekundarni aminy mohou byt aktivovany N-nitrézaci za vzniku vysoce toxickych
N-nitrézosloucenin :

R R
NNH+NO,;, 5 NN-N=0+OH
/ /

R’ R’

Tato nitrézace se muze uskute¢iiovat ve vodach i v pud¢ a jako prekurzory mohou
slouzit napt. dimetylamin a dietylamin.

Nitr6zaéni reakce mohou probihat i spontdnné, zejména pii nizkych hodnotach pH
prostiedi.

Epoxidace
Mikroorganizmy velmi ¢asto tvofi epoxidy z latek nesoucich dvojnou vazbu :

-HC=CH- _____ , -HC-CH- epoxid

Rt

Touto cestou byvaji mikrobiologicky oxidovany néckteré insekticidy, pfi¢emz vznikajici
produkt je toxicky pro zivoCichy. Prikladem mize byt transformace heptachloru na
heptachlérepoxid, kterd probihd v ptidé. Podobné miize byt oxidovan aldrin (insekticid) na jeho
epoxid oznacovany jako dieldrin. Dieldrin se stal v pfirodé¢ enormné problematickym, nebot’ je
nejen toxictéj$i ve srovnani s aldrinem, ale dlouhodobé perzistuje (vice nez 15 let) a ohrozuje
loziska podzemnich vod.

Pieména organickych fosfonotionati na organické fosfonaty

S (0]

RO || RO I
NP ox > S b ox
- —

RO RO

Velké skupina pouzivanych insekticidii jsou fosfonotionaty. Radikal R je obvykle tvofen
kratkym alkylovym fetézcem, typické jsou CHj;. nebo CH3;CH,- radikaly. Radikal, ktery je
oznaten vrovnici symbolem X, mize mit velmi proménlivou chemickou strukturu.
Fosfonotionaty maji jen nizkou toxicitu, ale jejich pfeménou na fosfonat vznikad vysoce toxicka
latka pro clovéka a jiné savce (inhibitory cholinesterdzové aktivity). Tato pfeména muize byt
uskutecnovana mikroorganizmy v ptirozenych i zemédélskych lokalitach.

Podobnym typem aktivace muize byt transformace fosfonoditionati, kdy vazba P=S je
transformovana na P=0. Tato pfeména byla pozorovana v pade¢.
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Oxidace tioéteru

Nékteré latky obsahujici tioéterové vazby (-C-S-C-) jsou pouzivany jako insekticidy
(napt. aldicarb-nematicid) a vykazuji toxicitu pouze pro hmyz. V pfirodé mohou byt tyto
latky transformovany a soucasné aktivovany za vzniku sulfoxida a sulfont :

Tyto reakce mohou probihat v pide a jsou uskutectiovany mikroorganizmy.

Hydrolyza esteri

Nékteré herbicidy jsou aktivovany hydrolyzou za vzniku fytotoxinu, ktery je tvoten
kyselinou

o) o)
| — =

RCOR’ RCOH

Radikdlem mize byt metyl, etyl. DalSim moznym produktem pfemény je netoxicky alkohol
HOR".

V ptirod¢ ziejmé existuje celd fada dalSich moznych transformaci latek vedoucich k tvorbé
vysoce toxickych produkti.Toxické produkty, ¢asto nezndmého slozeni, ohrozuji spodni vody a
stavaji se nebezpeCim pro zdravi obyvatel na nasi planeté. RUzné typy transformaci byly
prokézany v laboratornich podminkach za vyuziti ¢istych mikrobidlnich kultur. VSeobecné bylo
prokdzéano, ze vétSina aktivovanych latek perzistuje v ptirod¢, meéni se jejich mobilita a vyskytuje
se Casto ve velkych vzdalenostech od mista ptivodni kontaminace.

Vsechny latky, které mohou byt v ptirod€ aktivovany, vytvareji chemickou casovanou bombu.
Nebezpeci ,,vybuchu® této bomby snizuje syntéza a pouziti takovych latek, které jsou pfirodnimi
spolecenstvy aktivovany jen velmi pomalu, ale naopak jsou rychle pozmény tak, Ze nemutze dojit
k nésledné aktivaci :

aktivace
Pomalé reakce > B(toxicka)
A (netoxicka)
Rychlé reakce defusing L (netoxické)><,,w> Nelze aktivovat
" C; (netoxicka)

Prikladem rychlé reakce, kterd zabramnuje aktivaci molekuly, mize byt rozklad molekuly na
dvé neaktivovatelné slozky (defusing).

RIZIKA BIODEGRADACE

V kazdém prostiedi vznikaji vice ¢i mén¢ toxické produkty mikrobidlniho rozkladu
nejruznéjSich polutant. Je tedy ziejmé, Ze biodegradace latek kontaminujicich Zivotni
prostiedi neni bez rizik. OvSem kazda technologie ma svoje rizika. Tato rizika mohou byt
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zna¢na nebo jen mald, ale vzdy existuji. NaSim tkolem je poznani faktord, které riziko
biodegradace snizuji nebo zcela redukuji. Ukolem chemik je syntéza takovych latek, které
vedle cilenych wginkdi jsou v pfirodé rozloZitelné na netoxické produkty. Ukolem
mikrobiologli je poznat co nejlépe Sirokou Skalu metabolickych reakci a enzym, které se
podileji na rozkladu latek vnasenych do Zivotniho prostiedi. Spole¢nym cilem obyvatel nasi
planety Zemé musi byt jeji cilené ozdraveni a zachovani pro dalsi generace.

KINETIKA BIODEGRADACE

Poznatky o kinetice biodegradace jsou velmi diilezité pro stanoveni perzistence nebo
rychlosti rozkladu organického polutantu a pro odvozeni doby, po kterou bude tento polutant
ovliviiovat zivotni prostfedi. Nejcastéji je sledovan ubytek ptivodni kontaminujici latky. To je
ovSem mozné jen v tom piipad¢, kdy tato latka je jiz v prvnim kroku detoxikovana a v dalsi
metabolické sekvenci nejsou akumulovany zadné intermediaty. Tato metoda tedy nemtize byt
pouzity pro polutanty, které jsou metabolizovany jen ¢aste¢n¢ a intermediaty biodegradace se
hromadi v prostiedi a dokonce jsou zna¢né toxické. Byla navrzena celd fada modelti pro
sledovani pribéhu biodegradace polutantii riznymi mikroorganizmy. Nejcastéji jsou to
modely, které vychazeji z procesii uskutectiovanych rostoucimi buiikami. Existuji také
modely pro biodegradaci uskutectiovanou nerostoucimi bunikami, které jsou aplikovany ve
vysoké koncentraci do prostiedi a simuluji spiSe enzymatické reakce podilejici se na
biodegradaci. Rychlost transformace ¢i mineralizace polutantu je pak sledovana predevsim
v zavislosti na koncentraci kontaminujici organické latky, ale i na hodnoté pH prostiedi,
pudni vlhkosti a teplot¢ nebo piitomnosti fertilizatora klicovych reakci. Nevyhodou
modelovych studii je vyuziti jednotlivych mikrobialnich izolath nebo sledovani dil¢ich
enzymovych reakci. Jsou tedy vzdalené od biodegradaci probihajicich v pfirozenych
podminkach, kde jsou degradatofi vystaveni predatorim, parazitim a ostatnim slozkdm
mikrobidlniho spolecenstva, které mohou podstatné ovlivnit pritb¢h i1 vysledek biodegradace.
Je tedy jen velmi malo pravdépodobné, Ze by jednoduchy degrada¢ni model nebo rovnice
mohly byt vyuzitelné k prognoze rychlosti biodegradace vSech organickych polutanti
v riznych ptirozenych prostiedich.

Mikroorganizmy mohou uskuteCiiovat biodegradaci jednoduchych organickych
substratt , jestlize

a) rostou na kontaminujicim substratu, ktery vyuzivaji jako zdroj uhliku a energie (nebo
jako zdroj jiného prvku nutného pro mnozeni),

b) rostou na jiném substratu, ktery vyuzivaji jako zdroj uhliku a energie a metabolizuji
kontaminujici substrat,

c) nerostou, ale metabolizuji kontaminujici substrat.

Procesy vazané na rust bunék

Vsechny experimenty, ze kterych byly odvozeny jednotlivé modely pro pribéh degradace
polutantli, pracuji s populacemi bun€k jednoho bakteridlniho druhu a jako zdroj uhliku
vyuzivaji jednoduché organické latky. Pro zjednoduseni vysvétleni tyto modely vychézeji
z netoxickych latek rozpustnych ve vod¢ , pficemz bakteridlni buitky maji v téchto systémech
zajistény ostatni optimalni podminky pro rust (aerace, anorganické latky, rustové faktory,
atd.). Pfi nizkych koncentracich zdroje uhliku a energie je rstova rychlost organizmii velmi
nizka, protoZze je limitovana nizkou koncentraci uhlikatého substratu. Se vzristajici
koncentraci uhlikatého substratu  ristovd rychlost bunck proporcionalné vzrista az
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k dosazeni maxima. Po dosazeni maxima je dal§i zvySovani koncentrace substratu
bezvyznamné.Tento vztah definoval matematicky Monod (1949):

2 = MW max S/Ks+ S
kde
n specificka ristova rychlost studovaného mikroorganizmu,
Mmax maximélni specificka rychlost (je dosaZena pti vysoké substritové koncentraci)
S koncentrace substratu
K, konstanta, ktera pfedstavuje koncentraci substratu, pfi které je rist bunék uskuteciiovan

s polovi¢ni rychlosti dosazitelného maxima

Grafickym vyjadfenim Monodovy rovnice je hyperbola. Hodnoty K vyjadiuji afinitu
organizmu k riistovému organickému substratu. Nizké hodnoty K vyjadiuji tedy vysokou
afinitu organizmu k substratu a opacn¢, vysoké hodnoty velmi nizkou afinitu k substratu. Pro
jeden bakteridlni kmen se hodnoty substratové konstanty K li§i v zavislosti na substratu.
Obracené, hodnoty K pro jednotlivé substraty se lisi v zavislosti na mikroorganizmu.

V Tabulce 1 jsou uvedeny Casto i dvé hodnoty K pro jediny substrat. Prvni hodnota
uvadi afinitu Cisté bakteridlni kultury k danému substratu, druha pak afinitu v mikrobialni
komunité. Hodnoty K pro ¢isté kultury mohou byt znaéné nizké,( tj.buiiky maji vysokou
afinitu k substratu) a  pohybuji se kolem 20 pg/l. Jiné hodnoty K se pohybuji
v koncentracich Casto vyrazné vyssSich nez 1 mg/l a mizeme fict, ze tyto buiiky ¢i komunity
maji nizkou afinitu k rGstovému substratu.

Tabulka 1 Hodnoty K pro bakterie rostouci ve vodnim prostredi
(Alexander,1999)

Substrat Organizmus nebo vzorek K (mg/l) Reference
Glukdza Flavobacterium 1 0,0071 van der Kooij and Hijnen (1981)
Flavobacterium 2 29, 1314 Ishida et al.(1982)
Ri¢ni voda 26 Larson (1980)
Glutamat Aeromonas sp. 0,163, 1,3 Ishida et al. (1982)
Maltoza Butyrivibrio fibrosolvens 2,1 Russell and Bladwin (1979)
Xyloza Butyrivibrio fibrosolvens 55 Russell and Bladwin (1979)
m-krezol vzorek vody 0,0006-0,0018 Bartholomew and Pfaender (1983)
Chlorobenzen vzorek vody 0,0010-0,0051 Bartholomew and Pfaender (1983)
NTA vzorek vody 0,060-0,170 Bartholomew and Pfaender (1983)
Fenol odpadni voda 1,3-270 Rozich et al. (1985)

V ptirozenych systémech bylo pro jeden substrat detekovano vice hodnot K. Napf.
v testech s jezerni vodou bylo zjisténo, ze pfitomné  mikroorganizmy degradujici fenol
rostou polovicni U max (0,5 Wmax) Vruznych koncentracich fenolu, tedy pii rtiznych
hodnotach K. Tyto odlisSné hodnoty K charakterizuji jednak afinitu degradujiciho
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spoleCenstva k fenolu, jednak afinitu jednotlivych degradatori k tomuto uhlikatému
rustovému substratu. Je tedy zifejmé, ze Monodova kinetika nemtize byt zevSeobecnéna pro
vSechny degradujici systémy. Jeji vyuziti se zda nevhodné zejména pro stanoveni rustu
mikroorganizmu a jejich afinity k nerozpustnym substratim nebo k substratim s vysokou
toxicitou. Jestlize budeme uvazovat, Zze kazda buika v exponencidlni rastové fazi
metabolizuje stejny objem uhlikatého substratu, pak bychom méli po logaritmovani hodnot
zaznamenat linedrni pokles koncentrace substratu v ¢ase.Ve skutec¢nosti vSak pifi zdznamu
zmén koncentrace substratu v Case ziskdme kiivku, ktera je charakterizovana pocate¢nim
malym poklesem koncentrace substratu. Tento maly pokles koncentrace substratu mizeme
zduvodnit nizkou koncentraci bakterialnich bunék na pocatku exponencialni faze rastu.Se
vzristem poctu bunck v pritbéhu stiedni exponencidlni faze jejich mnozeni dochazi k velmi
rychlému poklesu koncentrace sledovaného organického substratu.V zavéru exponencialni
faze rastu bun€k degradatora vSak jiz neni pozorovano zadné nebo jen velmi malé sniZeni
koncentrace organického substratu. Pokles koncentrace substratu se tedy vztahuje jen na
nékolik malo déleni bunck v pribéhu jejich exponencialniho mnoZeni. Logaritmicka
kinetika poklesu koncentrace mize byt vyjadiena vztahem :

dS/dt = pmax (So + Xo — S) kde
Sy je pocateéni koncentrace substratu
S je koncentrace substratu v ¢ase t

Xo  je mnoZstvi substratu, které je nutné pro vytvoreni po&atedni populace

Pokles koncentrace substratu podle logaritmické kinetiky probiha za ptedpokladu, ze
SO >> Ks.

Jestlize je Sp << K, pak se riistova rychlost bun¢k snizuje s postupnym snizovanim
koncentrace substratu. Ptikladem této situace mize byt mnozeni bun€k Escherichia coli
v médiu s nizkou koncentraci gluk6zy. Bunky se vtomto prostfedi zacinaji mnozit a
soucasn¢ vyuzivaji glukozu, jejiz koncentrace rychle klesa. Tento pokles zplisobuje snizeni
rychlosti déleni bun€k a prodlouzeni intervalu mezi kazdym délenim. Tedy na rozdil od
klasické exponencialni faze rlstu, ve které je doba nutna k rozdéleni bun€k konstantni, je rist
v mediu s koncentraci substratu nizsi nez K charakterizovan prodluzovanim genera¢ni doby,
1 kdyz pocet bun¢k plynule stoupa. Tento rist zajistuje logistickou kinetiku degradace
substratu. Nizka koncentrace substratu mize zajistit mnozeni jen malé populace bunék. Pro
zajisténi pribchu degradace substratu podle logistické kinetiky je tedy nutna nejen nizka
koncentrace substratu, ale i velmi maly pocet bun¢k vyuzivajicich tento substrat. Logistickou
kinetiku miiZeme zaznamenat rovnici:

-dS/dt=dS (S(] + X(] - S)

Kiivka logistické kinetiky mize byt nékdy transformovana do pfimky, a to v rozmezi
obdobi, kdy se pocet bunék zvysuje z 10 na 90% dosazitelného maxima koncentrace bunck.

V prostiedi, ve kterém koncentrace substratu odpovida ptiblizné hodnoté K ( So = Kj),
nelze aplikovat ani logaritmickou ani logistickou kinetiku. Situace je v tomto piipadé velmi
slozita, nebot’ specificka rastova rychlost i neni pfimo zéavisla na koncentraci substratu, jak
je tomu v ptipadé So<<K; nebo do znacné miry nezavisla, jak je tomu v ptipadé¢ S;>>K.
Substrat je v tomto piipad¢ vyuzivan podle tzv. Monod-with-growth Kinetiky. Tato kinetika
muze byt vyjadiena matematicky vztahem :

26



-dS/dt = p max S(So + Xo—S) /K + S

Jiz diive jsme si fekli, ze vysoké koncentrace celé fady kontaminujicich latek jsou pro
mikroorganizmy toxickeé, 1 kdyz tyto mikroorganizmy mohou tyto latky vyuzivat jako zdroj
uhliku. Pro tyto chemikalie existuje typicky vztah mezi ristem bakteridlnich bunék a
koncentraci zdroje uhliku. U téchto latek lze pozorovat, ze rtistova rychlost bun¢k vzriista
soucasn¢ se zvySovanim koncentrace substratu v tzv. nizké koncentraci. Pfi dosazeni urcité
kritické koncentrace tohoto substratu je vSak zaznamenan nahly pokles rtistové rychlosti
bunck, ktery se dale prohlubuje s dalsim zvySovanim koncentrace sledované latky. Bézné
vyuzivana latka ma tedy od urcité koncentrace uc¢inek antibakteridlni. Vztah mezi rastovou
rychlosti a koncentraci takového potencidlné toxického organického substratu (Ziviny)
charakterizuje Haldanova modifikace Monodovy rovnice :

L= Pma S/Ki+S+(S*/Ky)

K; je inhibi¢ni konstanta, ktera charakterizuje potlageni riistu bunék toxickym substratem

Tato rovnice byla sestavena na zaklad¢ studia kinetiky degradace fenolu a
pentachlorofenolu

Biodegradace nerostoucimi mikroorganizmy

Z ptedchozi kapitoly vyplynulo,ze pokud se bakterie maji mnozit, musi byt koncentrace
substratu natolik vysokd, aby bylo dosazeno zvySeni po¢tu bunék degradétora, ktery bude
substrat vyuzivat.V dalSich experimentech bylo vSak pozorovano, ze pii velmi vysoké
koncentraci degradujicich bun¢k v prostfedi vzhledem k relativné nizké koncentraci substratu
nedochdazi sice k mnozeni bunék, ale substrat je presto degradovan.

Za téchto podminek mizeme opét uvazovat tfi rtizné situace, které mohou nastat ve
vztahu koncentrace substratu a afinity bun¢k : Sp>> K, Sp = K a Sy << K. Ve vSech téchto
piipadech nedochazi k mnozeni bunék a kinetika degradace spiSe odpovidd kinetice
enzymovych reakci. Vztah mezi rychlosti enzymové reakce a koncentraci substratu je ¢asto
nejvhodnéjsi vyjadiit rovnici podle Michaelis-Mentenové :

V=VuaxS/Kn+8S

v je reakéni rychlost
V max je maximalni reakéni rychlost
| (@ je Michaelisova konstanta

Tato rovnice vyjadiuje podobny vztah jako Monodova rovnice s tim rozdilem, ze p,
HUmax @ K je nahrazeno v,Vyax a Ky, Zékladni rozdil vSak spocivéa v tom, ze podle kinetiky
Michaelis-Mentenové je koncentrace reaktivniho materidlu-enzymu konstantni, zatimco u
Monodovy kinetiky koncentrace reaktivniho materialu-bunék stoupa v dusledku jejich
déleni.Vzhledem k tomu, ze kinetika podle Michelis-Mentenové je zalozena na konstantni
koncentraci reaktivniho materialu, lze ji vyuzit pro charakteristiku systému s nerostoucimi
buitkami.
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V ptipadé, ze Sp >>K,, , je pocatecni pokles substratu v disledku transformace
nerostoucimi bunikami témeét neznatelny.Rychlost degradace je vSak konstantni (kinetika
nultého Fadu) az k dosazeni koncentrace substratu odpovidajici hodnoté K, (Monod-no-
growth Kkinetika). Pifi  So<<K,, dochdzi za nertstovych podminek rovnéz ke sniZeni
koncentrace substratu, avSak rychlost reakce postupné klesa spolu s poklesem koncentrace
degradované latky. V tomto ptipad¢ je rychlost reakce pfimou funkci koncentrace substratu.
Tato zavislost je oznacovana jako Kinetika prvniho Fadu.

Kinetiku prvniho Fadu mizeme vyjadrit matematicky vztahem :

-dS/dt = k; S kde

t je Cas
S je koncentrace substratu v ¢ase t
k; je M max (Xo/Ks) —rychlostni konstatnta kinetiky prvniho fadu (v jednotkach ¢asu N )

Jestlize je hodnota k;= 0,01 h™', pak miizeme ¥ict, Ze rychlost reakce je 1% za
hodinu.Kinetika prvniho fadu byla popséna napft. pii metabolizmu glukézy (0,4 pg/l)
bunikami Salmonella typhymurium nebo pii degradaci metylparationu v koncentraci 200 pg/1.

Monod-no-growth Kinetika je charakterizovana vztahem :

-dS/dt = k,S / K¢+ S kde

k2 je ].l max XO

Kinetika nultého Fadu je charakterizovana vztahem :

-dS/dt = k;

Kinetika nultého fadu je charakterizovana konstantnim ubytkem substratu v ¢ase.Je Casto
oznaCovana jako linearni biodegradace organického substratu ( nebo produkce
organického produktu). Byva popisovana pomérné Casto pro degradaci ve vodnim prostredi a
to nejen v podminkéach Sp>> K ( nebo Sp>> K,,), kdy se bunky nemnozi ,ale i v ptipad¢, ze
mikroorganizmy rostou podle logistické kinetiky pti So<K.

Na zaklad¢ znalosti degrada¢niho systému a jeho kinetiky mizeme ptedpovidat dobu
trvani biodegradace urcitého polutantu. Jestlize napf. zjistime, Ze koncentrace polutantu pied
degradaci dosahovala 10 mg/l a po 30 dnech degradace klesla na 9 mg/l, pak lze
predpovedét, kdy bude dosazeno pozadované koncentrace 10 pg/l. Jestlize budeme uvazovat
logaritmicky model, pak dosahneme této koncentrace po 33 dnech. Pfi vyuziti modelu
s kinetikou nultého fadu, pak se doba degradace prodlouzi na 300 dnt. S vice nez 5 roky
musime pocitat v pfipad¢ degradace podle kinetiky prvniho fadu.

Ve vsech téchto systémech je vSak nutné vzdy uvazovat vztah mezi koncentraci bunck
aktivni populace a koncentraci degradovaného substratu. Tento vztah miize byt velmi
jednoduse znazornén graficky (Obr.4) :
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Graf na obrazku je rozdélen diagondlou na 6 sekci. Nad diagondlou jsou tifi sekce
reprezentujici kinetiku degradace nerostoucimi buitkami, nebot’ koncentrace substratu neni
natolik vysoka, aby dovolila jejich d€leni. Pod diagonalou jsou zbyvajici tfi sekce zahrnujici
kinetiku degradace uskutectiovanou mikroorganizmy, které vyuzivaji organicky substrat jako
zdroj uhliku a energie pro sviyj rust. Vzhledem k tomu, ze pfirozené podminky jsou velmi
slozit¢ jak po strdnce fyzikalni, tak i chemické, a Ze mikroorganizmy v pfirozenych
komunitach jsou zna¢né¢ heterogenni, nelze tyto modely biodegradacnich kinetik jednoznacné
doporucit pro ptedpoveéd’ prubéhu degradace v piirozenych ekosystémech. Mimo to nesmime
v téchto lokalitaich opomenout ani plisobeni abiotickych ¢initell, které se castecné nebo i
vyznamn¢ podileji na biodegradaci polutantu. Aplikaci biodegradacnich kinetik v pfirozeném
ekosystému nejcastéji brani :

» Difazni bariéry, které znemoziuji dokonaly kontakt mezi mikrobialni burnikou a
jejim organickym substratem.

» Sorpce celé fady organickych latek na jilovité a humézni slozky pidy a sedimentu,
takze kinetika jejich degradace je zcela odlisSnd od kinetiky degradace téze
organické latky v roztoku.

» Pritomnost jinych organickych molekul, které mohou byt rovnéz metabolizovany
degradujicimi druhy, coz miize nejen potlacovat, ale i1 stimulovat cilenou
degradaci.

» Rychlost transformace mize byt znatnou mérou ovlivnéna anorganickymi
zivinami, kyslikem a rastovymi faktory, pfi¢emz regulacnim mechanizmem tohoto
procesu muze byt difuze téchto latek nebo rychlost jejich vzniku ¢i regenerace
jinymi ¢leny spolecenstva.

» Ne¢kolik mikrobidlnich druhi mize degradovat jedinou latku spole¢né, pricemz tyto
organizmy mohou mit pro tento organicky substrat zcela odlisné hodnoty K a K.

» Velikost degradujici populace, jeji rist a aktivita mtize byt znaén€ ovlivnéna bézné
pritomnymi prvoky nebo jinymi parazitujicimi druhy .
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» Velké mnozstvi degradovanych latek ma velmi slabou rozpustnost ve vodé a
kinetika jejich transformace muze byt zcela odlisSna od kinetiky transformace latek
ve vodné fazi.

» Bunky aktivni populace mohou byt sorbovany na ruzné povrchy nebo osidluji
povrchy ve formé mikrokolonii. Kinetika biodegradace v téchto systémech nebyla
dosud spolehlivé objasnéna.

» Variabilni faze pfizpisobeni mikroorganizmi k degradaci urcité organické latky
nedovoluje piedpovidat dobu jeji degradace, nebot” vSechny popsané kinetiky
biodegradace s aklimatiza¢ni fazi nepocitaji.

Vliv difaze a sorpce

Vyznamnou proménnou, ktera miize zna¢né€ ovlivnit kinetiku procesu biodegradace, je
koncentrace substratu.Za zmény v koncentraci vyuzitelného substratu mohou byt zodpoveédné
jak procesy fyzikalni tak i chemické. V procesu biodegradace hraji vyznamnou roli difuze a
sorpce degradovanych latek. Opomenuti téchto dvou procest v laboratornich experimentech
byva nejCastéjsi chybou laboratornich modelovych experimenti a pii¢inou vyvozeni
chybnych zavéra.

Sorpce je Casto povazovana za jednoduchy vratny proces k dosazeni rovnovahy celého
systému. Ve skutecnosti se jednd o proces dvoufazovy, ve kterém po pocatecni kratké a
rychlé fazi (<1 h) nésleduje pomaléd a dlouhd faze (dny). I kdyz ma sorpce znacny vyznam
pro biodegradaci organickych latek v pfirod¢, piesto je ji, a zejména jeji kinetice,vénovana
mald pozornost. Navrzené modely vychazeji z predpokladu, ze hlavni roli v biodegradaci
hraje diftize, nebot’ pouze latky ve vodni fazi jsou dostupné pro mikroorganizmy.Pro
uvoliiovani sorbovanych latek bylo také navrzeno nékolik modelt, které vSak vyhovuji
pfedevs§im lehce resorbovatelnym organickym substratim. Piikladem mitize byt model
navrzeny Millerem a Alexandrem (1991) pro priibéh biodegradace benzylaminu sorbovaného
na montmorillonitovém jilu.

Je pravdépodobné, ze difuze kontroluje u celé fady organickych latek jejich dostupnost
pro degradujici mikroorganizmy, ¢imz ovliviiuje rychlost degradace kontaminujici latky.
Bylo zjisténo, Ze cast pfirozenych organickych latek neni v pfirod¢ degradovana, nebot
vypliiuje velmi drobné péry (nanopédry) slozek pidy a stdva se tak odolna vuci
mikrobidlnimu ataku. Stejné zavéry vyplynuly rovnéz ze studia perzistence 1,2-dibromoetanu
v puad¢. Padni ¢astice obsahuji rizny pocet pori o rozmanité velikosti. Velka ¢ast téchto pora
dosahuje priiméru < 1 um nebo dokonce <0.1 pum. Jestlize vétSina pidnich bakterii dosahuje
velikosti v rozmezi 0,5-0.8 um, pak je ziejmé, Ze tyto velice malé pory nemohou byt osidleny
pudnimi mikroorganizmy. Dokonce bylo zjisténo, Ze pidni bakterie osidluji pouze relativné
velké pory o priméru kolem 2 pum. Je tedy ziejmé, Ze latky, které vypliuji nanopory mohou
byt degradovany jen za predpokladu, ze budou difundovat do prostiedi. Difuze je pak
nejvyznamnéj$im faktorem, ktery ovliviiuje rychlost biodegradace této slouceniny.

Dostupnost nékterych hydrofobnich latek je také znacné omezena, jsou-li v tzv.
nevodné tekuté fazi (nonaqueous-phase linquid , zkracen¢ NAPL). Nevodnou tekutou fazi
muze byt napf. ropa na moiské hlading, olej, fedidla a jejich smési v ptid¢€ apod. Pro kinetiku
biodegradace substrat uvnitt NAPL nebyly dosud navrzeny Zzadné modely. Rychlost
biodegradace vSak bude bezpochyby ovlivnéna mezivrstvou, tedy povrchem mezi NAPL a
vodnou fazi a schopnosti mikroorganizmi rast na této vytvorené mezivrstvé nebo v ptilehlé
vodné fazi ¢i na obou mistech soucasné.
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Pomérné slozita kinetika biodegradace v tomto systému NAPL byla feSena tzv.modelem
dvou oblasti (two-compartment model). Tento kineticky model vychazi z ptredpokladu, ze
substrat existuje ve dvou, dosud ne zcela presn¢ definovanych oblastech. Jedna oblast méni
organicky substrat v latku, kterd je pro mikroorganizmy nedostupna.Po uvolnéni substratu do
druhé oblasti dochazi k jeho mikrobidlni transformaci. K podobné situaci jako v NAPL muze
dochazet 1 v pud¢, kde jedna oblast je diky sorpci vyuzitelného substratu na koloidni povrchy
pudnich ¢astic nebo jeho ulozenim do nanop6ri pro mikroorganizmy nedostupnd, zatimco
latky ve druhé oblasti, tedy v pidnich roztocich, jsou lehce dostupné mikrobialnimu ataku.
Rychlost biodegradace polutanti v piid¢ je pak ur€ovéana rychlosti resorpce mikrobiologicky
vyuzitelné latky nebo jeji difusi zmist nedostupnych do mist osidlenych aktivnimi
mikroorganizmy. Rychlost pohybu substrdtu mezi témito dvéma oblastmi mize byt
charakterizovana konstantami k; a k, a rychlosti k3 mikrobidlni transformace substratu na
produkt.

ki ks
4_
S1 > S2 » Produkty
k>

S1 a S2 je mnozstvi substratu v nedostupné a dostupné oblasti.
Substrat mtize byt vyuzit 1 ve vétsi mite, jestlize two-compartment kinetiku vyjadiime
nasledujicim vztahem :

kz
S1 _, S2

-\

Produkty

Toto schéma mizeme uvazovat v piipadé, ze koncentrace vyuZzitelného substratu je tak
nizka, ze neumozni rast mikroorganizmi. Pfechod substratu zjedné oblasti do druhé se
uskuteciiuje podle kinetiky prvniho fadu. Pak tedy konstanty k;, k, k3 a ks jsou rychlostnimi
konstantami prvniho tadu. V pfipad¢, ze se uskuteCiiuje rtst aktivnich mikroorganizmi,
nabyva cely proces na slozitosti. Ve zjednodusené formé miize byt tento model vyjadien
dvémi matematickymi zavislostmi :

Pro §;
dSl/ dt = - (k] +k3)S1 + kgSz

Pro Sz dSz/ dt = k1S1 — (kg + k4)Sz

Two-compartment model mitze byt vyuzit kvysvétleni kinetiky biodegradace
predevsim v pidé. S pomérné dobrymi vysledky byl tento model potvrzen pii studiu
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degradace néckterych herbicidi. Rovnéz bylo prokazano, Ze modelu vyhovuji zejména
hodnoty ziskané z pribéhu degradace pii nizkych teplotach.

Difuze kysliku a anorganickych latek miize mit zna¢ny vyznam i pfi degradaci vysokych
koncentraci organického substratu. Neni rovnéz vylouceno, ze rychlost diftize toxickych
produktti aktivnich mikroorganizmi kontroluje zpétnou vazbou jejich rst a metabolizmus.

KOMETABOLIZMUS

Velmi zajimavé jsou matematické formulace kinetiky biodegradace za ptedpokladu, ze
transformace je nejen odrazem metabolizmu jednoho substratu, ale soucasné i rlstu
mikroorganizmli na jiné slouceniné. Tento zpusob biodegradace je v pifirodé pomérné
znacn¢ rozSifen. Pro zajiSténi rustu heterotrofi nevyhovuje degradovany nebo
transformovany uhlikaty substrat a je tedy nutna pfitomnost dalSiho lehce vyuzitelného
uhlikatého substratu. V pribéhu ristu mikroorganizmti dochazi pak k enzymatické
transformaci organického polutantu. Tento proces transformace je ¢asto oznaCovan terminem
kometabolizmus, i kdyz k tomuto oznaceni existuje cela fada vyhrad. Bylo totiz prokézéano,
ze transformace organického polutantu se casto uskutecniuje i za nertistovych podminek, tedy
bez ptitomnosti lehce degradovatelného zdroje uhliku a kinetika degradace za nertstovych
podminek je striktné odlisna od biodegradace vazané na rust degradatora (viz vyse). Proto
neéktefi autofi navrhuji tento typ metabolizmu dvou substrati oznaCovat jako ,,nahodily
metabolizmus“ 'V naSem pojednani budeme vSak pouzivat dosud vzity termin, tedy
kometabolizmus, pro mikrobiadlni metabolizmus organické latky, kterd nemutze byt buiikou
vyuzita jako zdroj esencidlnich Zivin a energie. Pfi popisu degradacnich experimentd
s Cistymi kulturami se Casto setkavame i1 s dalSim pojmem, kooxidace, ktery zuzuje pojem
metabolizmu pouze na oxidaci organického nertistového substratu. Kometabolizmus byl
popsan také u autotrofnich mikroorganizmt, které na rozdil od heterotrofti vyzaduji jako
rastovy substrat anorganické latky.

Kometabolickd degradace byla popsana u velkého poctu latek, které kontaminuji zivotni
prostfedi. Patii mezi né napt. cyklohexan, PCB, 3-fluorometylbenzoat, rizné chlorofenoly,
3,4 dichloranilin, 1,3,5-trinitrobenzen, rizné pesticidy a fada dalSich. Je vysvétlovan nékolika
experimentalné ovéfenymi zplisoby :

a) pocatecni enzym pieménuje organicky substrat na organicky produkt, ktery
nemuze byt dale mikroorganizmem transformovan a vyuzivan jako zdroj uhliku a
energie,

b) pocatecni organicky substrat je transformovan na organicky produkt, ktery inhibuje
dalsi enzymy, které se podileji na mineralizaci a jeho dal$i vyuzitelnosti pro rust.

Obzvlasté prvni vysvétleni kometabolizmu (a) je velmi logické a lze je schematicky
znéazornit jednoduchou fiktivni metabolickou drahou , ve které je latka A degradovédna na
oxid uhlicity za uvolnéni energie pro biosyntetické reakce a vytvoieni meziproduktl, které
jsou soucdsti bunécné biomasy :

a b c
A—p»B—5»C_ 5, D __ 5, __ 5 CO; +energie +biomasa

A-ptirozeny zdroj uhliku
a-enzym s nizkou substratovou specifitou
B-ptirozeny produkt
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Prvni enzym a této metabolické drahy ma velmi nizkou substratovou specifitu a mize
katalyzovat i pfemény latek strukturdlné podobnych latce A, které si miizeme zjednoduSené
oznacit jako A’. Produkt B’této reakce je vSak striktné odliSny od produktu B pfemény
ptirozen¢ho substratu A, takZze enzym b nemuze katalyzovat dalsi preménu latky B’a tento
neobvykly produkt se v prostfedi akumuluje. Blokovanou metabolickou reakci si miizeme
znazornit schematicky:

a blok

A’ > B’

A -organicky polutant strukturalng podobny A

B’- organicky produkt, strukturdlné odlisny od B, ktery neni transformovatelny enzymem b

Pro druhou hypotézu (b) vysvétlujici podstatu kometabolickych transformaci svédci
cela fada experimentd, které prokazaly, Ze vznikajici produkty mohou byt i znacné toxicke.
Casto je popisovana kometabolickd pfeména latky A za hromadéni produktu B, jestlize
primarni reakce katalyzovand enzymem a je zna¢né€ rychlejsi, nezli proces katalyzovany
enzymem b. Zjednodusené feCeno, vznik produktu B je rychlejsi nez jeho dalsi degradace,
coz se projevi jeho akumulaci v prostfedi v tak vysokych koncentracich, které jsou pro
degradujici mikroorganizmus toxické Tento akumulovany produkt muze v nékterych
reakcich ovliviiovat pouze jediny enzym, ktery je zodpovédny za degradaci vznikajiciho
toxinu. Jako piiklad takovéto inhibice si muZzeme uvést kometabolickou pieménu
chlorobenzenu buiikami Pseudomonas putida za vzniku 3-chlorokatecholu. Tento produkt se
hromadi v prostiedi, protoze potlacuje aktivitu enzymu nutnych k jeho dalsi degradaci.

Prvni i druha hypotéza vSak potvrzuji, ze pfi kometabolickych pfeménéach se nevytvaii
biomasa a buiikky se nemohou mnozit. Z tohoto diivodu neni kometabolizmus zatazen mezi
biodegradace vdzané na riist mikroorganizmi. Mezi organizmy, které mohou uskuteciiovat
kometabolické piremény patii druhy bakteridlnich rodt Pseudomonas, Acinetobacter,
Nocardia,  Bacillus, Microbacterium  Micrococcus, —Mycococcus, Achromobacter,
Azotobacter, Vibrio, Brevibacterium, Flavobacterium, Hydrogenomonas, Methylosinus a
Arthrobacter, Xanthomonas a houby Penicillium, Aspergillus, Trichoderma a Rhizoctonia.
Kometabolicky mtize byt transformovana celd fada sloucenin (cyklohexan,chlorofenoly,
trinitrobenzen, nékteré pesticidy aj.) v procesu hydroxylace, oxidace, denitratace, deaminace,
hydrolyzy, acylace apod.

Enzymy s nizkou substratovou specifitou

Kometabolické reakce jsou casto uskute¢hovany jedinym enzymem, ale byly
detekovany 1 reakce komplexni, uskuteciované n€kolika enzymy. Rovnéz bylo prokézéano, ze
jeden enzym muze katalyzovat pfeménu riznych substratl a neni tedy absolutné specificky
pro jediny substrat.. Tento typ enzymi Casto plisobi na substraty strukturaln¢ velmi podobné,
ale neni vyjimkou, Ze katalyzuje pfeménu zcela odlisnych molekul. V kratkém ptehledu si
muzeme uvést nckolik piikladii, ve kterych jediny enzym katalyzuje preménu rtznych
substratu.

a) metan-monooxygenaza u metylotrofnich bakterii. Tyto mikroorganizmy, pokud
rostou na metanu, metanolu nebo mravencanu, mohou kometabolizovat fadu organickych
latek, mezi kterymi je 1 velky pocet zavaznych polutanti zivotniho prostfedi. Enzymem, ktery
katalyzuje tyto kometabolické premény je metanmonooxygendza. N&které metylotrofni
bakterie mohou v pfitomnosti metanu jako rastového substratu kometabolicky oxidovat
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n-alkany o délce fetézce C2 az C8, n-alkeny C2 az C6, mono- a dichloroalkany C5 nebo C6,
dialkylétery a cykloalkany,

b) toluen-dioxygenaza tady aerobnich bakterii. Tento enzym inkorporuje dva atomy
kysliku do molekuly toluenu a touto reakci zahajuje degradaci toluenu jako rastového
substratu. V fad¢ experimentd bylo vSak prokdzéano, ze toluendioxygenaza ma velmi nizkou
substratovou specifitu a muize kometabolicky transformovat 2- a 3-nitrotoluen na
odpovidajici alkoholy a hydroxylovat 4-nitrotoluen,

c) toluen-monooxynaza u nékterych aerobnich bakterii. Tento enzym inkorporuje jeden
atom kysliku do molekuly toluenu za vzniku o-krezolu. Soucasné€ vSak tyto mikroorganizmy
mohou kometabolizovat TCE, preménovat 3- a 4-nitrotolueny na odpovidajici
benzylalkoholy a benzaldehydy a hydroxylovat rizné aromatické slouceniny,

d) oxygenaza u bakterii vyuzivajicich propan. Tento enzym mulze katalyzovat
kometabolické ptemény TCE, vinyl chloridu a dichloroetylenu,

€) amonium-monooxygenaza u Nitrosomonas europaea. Tento chemoautotrofni
mikroorganizmus vyuziva v piirodé jako zdroj energie NH; a zdrojem uhliku je CO,.
SouCasn¢ ale mize kometabolizovat TCE, 1,1-dichloroetylen, rizné mono- a
polyhalogenované etany, nékteré monocyklické aromatické slouceniny a fadu dal$ich latek,

f) halidohydrolaza katalyzujici pfeménu halogenovanych mastnych kyselin. U nékterych
mikroorganizmli mize byt tento enzym vyuzit ke kometabolickému odstépeni halogent
z riznych halogenovanych organickych sloucenin bez jejich vyuziti jako ristového substratu,

a) dehalogenazy. Prostudovana byla nizka substratova specifita mikrobidlni
dehalogenazy katalyzujici dehalogenaci CH,Cl,, CH,BrCl, CH,;Br; a CH,I, a dehalogenazy
katalyzujici pteménu 4-chloro-, 4-bromo-, a 4-iodobenzoétu.

Vyse uvedené priklady nejsou zdaleka vycerpavajicim vyctem vSech enzymii, u kterych
byla pozorovana velmi Sirokd substratova specifita, kterda umoznuje jejich podil na
kometabolickych pfeméndch latek a nésledné akumulaci produktd v prostfedi. Uvedené
piiklady naznacuji, ze kometabolické piemény nejriznéjSich organickych latek nejsou jen
vhodnym tématem pro laboratorni studie, ale Ze jejich vyznam také v pfirozeném prostiedi je
(nésledné 1 pro zdravi Cloveka) obrovsky. Z druhé strany, piiznivou situaci v ptirodé vytvari
skute¢nost, ze populace mikroorganizmil ¢i biomasa , ktera ptisobi na pfeménu syntetickych
latek, je relativné mala, takze kometabolické pfemény za ptirozenych podminek probihaji jen
velmi pomalu a rychlost jejich premény se s ¢asem neméni . Na Obr.5 je uvedeno porovnani
mineralizacniho procesu s procesem kometabolizmu.V levé ¢asti obrazku je ziejmy nartst
poctu bun¢k mikrobidlni populace (plna ¢éara), ktera vyuziva substrat jako zdroj uhliku a
elektroni ( prerusovana cara).Vyuzivani substratu je provdzeno prudkym snizenim jeho
koncentrace. V pravé Casti obrazku je zfejmé, ze pocet bun€k kometabolizujici populace
zustava konstantni (plna ¢ara) a koncentrace transformovaného substratu se jen nevyznamné
meni (prerusovana cara).

Nepftiznivé posuzovana akumulace produktii, kterou laboratorné prokazujeme v Cistych
kulturdch mikroorganizmti, nemusi probihat v pfirozenych ekosystémech osidlenych
mikrobidlnimi spolecenstvy. Pfi studiu kometabolizmu nékterych latek v ptidnich vzorcich
bylo skute¢né¢ prokazano, ze primarn¢ kometabolicky vznikajici produkty mohou byt
nasledné mineralizovany jinymi ¢leny rozsahlého piidniho spolecenstva.
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Obr.5 Srovnani zmén v poctu bunék mikrobialni populace (plna ¢ara)
v procesu vyuzivani substratu (pieruSovana cara) jako zdroje uhliku a

energie (vlevo) a v procesu kometabolické transformace substratu (vpravo).
(Modifikace dle Alexander, 1999)

Piikladem nésledné mineralizace po primarni kometabolické transformaci muze byt

vyuzivani substratu parationu bakterialnimi buitkami. Bylo prokézéano, zZe paration mize byt
kometabolicky transformovan buitkami Pseudomonas stutzeri za vzniku 4-nitrofenolu a
dietylfosfonatu. Fenolickd sloucenina je pak déale mineralizovdna bunkami Pseudomonas
aeruginosa. Kometabolizmus s néaslednou mineralizaci byl popsan u celé fady
dvouslozkovych kultur raznych zastupci rodu Pseudomonas. Nekteré kometabolické
pfemény latek uskuteciiované zastupci rodu Pseudomonas mohou byt doplnény mineralizaci
kometabolickych produktii zastupci rodu Acinetobacter nebo Arthrobacter. Tyto ptiklady
tedy zdivodiuji, pro¢ nekteré transformaéni produkty nemohou byt v ptirod¢ detekovany,
ackoliv jejich pfitomnost byla prokdzana laboratorné pii praci s Cistymi kulturami
mikroorganizmii. Tato dvoufazovd pfeména a vyuziti substratu je ¢asto oznacovana jako
komplementarni katabolicka draha. Komplementarni v tom smyslu, ze vytvaii Uplné
degradacni sekvence.Vytvafeni komplementarnich katabolickych drah je vyuZivano
v genetickém inzenyrstvi pii konstrukeci organizmu schopnych Uplné mineralizovat urcitou
syntetickou latku.

Pozoruhodné bylo zjisténi, ze nékteré latky zavleCené do ptirozeného prostiedi,

mohou byt pFi ur¢ité koncentraci kometabolizovany, pfi jiné¢ koncentraci mineralizovany.
Rovnéz samotné prostredi mize rozhodnout o tom, jaky proces degradace polutantu
probéhne. To naznacuje, ze produkty kometabolizmu se mohou hromadit jen pifi urcité
koncentraci polutantu nebo jen v ur¢itém prostiedi. Napft. pfi studiu degradace isopropyl N-
fenylkarbamatu (IPC) v jezerni vodé je tento polutant kometabolizovan v koncentraci 1 pg/l,
ale jeho mineralizace probiha pii koncentraci 0,4 pg/l. Chlorobenzylat je kometabolizovan ve
vzorcich jezerni vody, ale k jeho mineralizaci dochdzi v ptitomnosti mikroflory sedimentu
Cist¢ vody. Tyto poznatky jsou velmi dulezité pii predikci degradaéniho procesu
v pfirozeném prostiedi, nebot’ ur¢itou nadéji na spravnost nasich zadvérd nam dava pouze
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koncentrace a prostiedi, které se velmi blizi podminkdm laboratorné prostudovanym
procestm.

Stanoveni kinetiky kometabolizmu je velmi obtizné. Casto se kinetika reakce méni
v Case. Nékteii autofi se pokusili definovat kinetiku kometabolizmu pro rostouci a nerostouci
buiky.

Vseobecné Ize vSak konstatovat, Ze samotny kometabolizmus vede vzdy k velmi pomalé
destrukci substratu . Z tohoto diivodu je cela fada praci vénovana moznosti urychleni celého
procesu. Tento vytceny cil je nékterymi autory povazovan za primarni, nebot’ celd fada
polutantli, které mohou podléhat detoxikaci v dasledku kometabolické transformace, je
vysoce nebezpecna nejen pro rostliny a cloveka, ale casto poskozuje cely pfirozeny
ekosystém. V nékterych studiich tohoto typu bylo prokazano, ze rychlost kometabolizmu
muze byt zvySena piidavkem neSkodnych organickych latek do kontaminované ptidy nebo
vody. Doposud vSak nebyl prokdzadn piesny vztah mezi metabolickymi drahami
uskutecnujicimi destrukci a mineralizaci pfidaného substratu a rychlosti kometabolizace
substratu naseho zajmu.

V nekterych studiich bylo zvySeni rychlosti kometabolizmu polutantu dosazeno
pfidavkem jeho strukturdlniho analogu, ktery je mineralizovatelny. Tato metoda tzv.
»analogue enrichment je zaméfena na nahromadéni bunck nejen s degradacnim, ale 1 s
transformacnim potencidlem. Metoda byla prakticky pouzita ke zvySeni kometabolizmu
polychlorovanych bifenylti (PCBs) piidavkem mineralizovatelného a netoxického bifenylu,
ktery mtze pro PCB kometabolizujici buiiky slouZit jako zdroj uhliku a energie pro rast.Tato
metoda muze byt rovnéz vyuzita k nahromadéni aizolaci mikroorganizmii z pifirodnich
zdroji, kde se bézné€ nachazeji ve velmi nizké koncentraci.

PRAHOVE KONCENTRACE POLUTANTU

Organické polutanty v povrchovych i1 spodnich vodéach, stejné tak jako vpudé a
sedimentech, mohou byt pfitomné ve velmi nizkych koncentracich. AvSak i tyto stopové
koncentrace jsou rizikové, nebot’ se postupné a dlouhodobé dostdvaji do vysSich organizmii
kde se koncentruji a plsobi casto jako karcinogeny a mutageny . Stdvaji se soucdsti
trofickych fetézcti . Tyto latky jsou velmi Casto rezistentni k mikrobidlni degradaci a to bud’
z divodu jejich nevhodné chemické struktury nebo nizké (podprahové) koncentrace
v prostfedi. VSeobecné je zndmo, ze pro zachovani zivotaschopnosti kazdého organizmu
musi byt vynaloZzena urcita energie. U zvifat a ¢loveka je tato potfebna energie odrazem
jejich baséalniho metabolizmu. U mikroorganizmu je zadkladni energie pro udrZeni jejich
zivotaschopnosti oznaCovéana jako ,,maintenance energy”. U heterotrofii je tato energie
ziskavana oxidaci organickych latek. Jestlize koncentrace zdroje uhliku je dostate¢né vysoka,
pak substrat difunduje z roztoku k bunéénému povrchu a nésledné je transportovan do buiiky.
Zde pak zajistuje pozadavek na ,, maintenance energy* a souc¢asn¢ poskytuje dostatek energie
pro rist a mnoZeni bunék. Tak tomu ale neni v pfipadé€, Ze koncentrace substratu je nizka.
Jestlize budeme uvaZovat pouze difizi molekul substrdtu zroztoku k povrchu bunky
(ignorujeme zamérné pienos pres membranu, ktery nemuize probihat pfi vyssi rychlosti nezli
difaze molekul k povrchu), pak pii téchto velmi nizkych koncentracich je vysoké procento
uhlikatého substratu spotfebovano na energii pro zachovani Zivotaschopnosti bunék
( maintenance energy) a jen velmi nizké procento uhlikatych latek je vyuzito pro rust a
mnozeni bunék. Pfi velmi nizkych koncentracich uhlikatého substratu se bunika dostava do
situace, kdy vSechen uhlikaty substrat, ktery ziska z prostiedi, vyuzije pro zachovani vlastni
zivotaschopnosti bez mnoZeni a rastu. Tedy pfi téchto koncentracich uhlikaté latky bunky
substrat sice metabolizuji, ale nerostou a tedy nelze zaznamenat vzrust poctu bunék ani

36



narust biomasy. Takto piisobici koncentrace uhlikaté latky jsou ozna¢ovany jako prahové
koncentrace ( threshold ).

Z jin¢ho hlediska mize byt mikrobidlni populace jiz v samém pocatku tak mala, Ze
biodegradace uhlikaté latky je bezvyznamnd nebo ji nemizeme detekovat i prfes vyse
uvedeny fakt, ze pfitomné mikroorganizmy metabolizuji ¢ast substratu k vlastnimu pfeziti i
koncentrace, ktera jeSté umoZziiuje rist a mnoZeni velmi malé mikrobialni populace za
soucasné degradace uhlikaté latky. Jestlize dojde k poklesu koncentrace pod tuto prahovou
hodnotu, 1ze pozorovat jen nevyznamné nebo dokonce zadné snizeni koncentrace uhlikatého
substratu v prostredi.

O prahovych koncentracich latek bylo poprvé diskutovano pifi studiu mineralizace
rozpustnych prirozenych uhlikatych latek v oceanu. Predpoklddalo se, Ze vzhledem
k tomu, ze uhlikaté latky se vocednu vyskytovaly ve velmi nizkych koncentracich,
neumoziovaly mnozeni mikrobialni populace ani mineralizaci téchto ptirozenych uhlikatych
latek. Tento ekosystém, jak bylo shleddno pozdéji, je vSak natolik komplexni, Ze hodnoty
prahovych koncentraci ptirozenych uhlikatych latek byly stanoveny znacné€ nepiesné. Pozdéji
bylo zjiSténo, Ze celd fada uhlikatych latek je v tomto prostiedi ,,rezistentni® k mikrobidlni
degradaci, nebot’ cely systém existuje v urCité rovnovaze kontinualni tvorby a soucasné i
kontinualni degradace téchto latek.

PresvédcCiveéjsi dikaz existence urcitych prahovych koncentraci latek byl podan pii
studiu biodegradace syntetickych chemikalii ve vodé a pudé. Vzhledem k tomu, ze tyto
latky nejsou vytvareny biologickou cestou, mohla byt prokézana jejich neménna koncentrace
v prostfedi nebo jejich perzistence pii nizkych koncentracich jako dikaz, ze ocekavana
biodegradace neprobiha. Tyto studie prokazaly, Ze poklesem koncentrace degradované latky
pod urcitou hodnotu (pod prahovou koncentraci) jeji biodegradace neprobihd, nebo ze
biodegradace probihd mensi rychlosti, nez pii vysSich koncentracich testované latky ( jestlize
uvazujeme, ze rychlost degradace je proporciondlni koncentraci syntetické latky). Prahové
koncentrace uhlikatych latek, které jsou vyuzitelné jako zdroj uhliku a energie pro rist
mikroorganizmii, se pohybuji v pg/l a jsou velmi variabilni. Bylo zjiSténo, ze prahova
koncentrace glukozy, jako velmi lehce vyuzitelného uhlikatého substratu pro ruast
Pseudomonas sp. a Escherichia coli, je ptiblizné¢ 18 pg/l (Shehata a Marr,1971), pro
koryneformni bakterie vSak dosahuje az 210 pg/l (Law a Button, 1977), pro Salmonella
typhimurium 5 pg/l (Schmidt a Alexander,1985). Prahové koncentrace polutanti jsou
podstatné¢ vysSi  nezli koncentrace glukdézy a kolisaji nejen mezi druhy, ale 1 mezi
jednotlivymi izoldty. U izolatu rodu Pseudomonas byla napt. stanovena relativné vysoka
prahova koncentrace 2,4-dichlorfenolu, a to ptiblizn¢ 300 pg/l (Goldstein a kol.,1985).
Prahové koncentrace nékterych zdroji uhliku pro studované moiské bakterie kolisaji
v rozmezi 0,15 az 100 mg/l (Jannasch,1967). Lze tedy fici, ze nékteré mikroorganizmy maji
pro urcité substraty relativné vysokou prahovou koncentraci, n¢které rostou i pii stopovych
mnozstvich organické latky ( prahové koncentrace nizsi nez 2 pg/l).

Pro stanoveni prahové koncentrace organické latky byl na teoretickém zakladé
vytvoteny model. Model je formulovan

» pro maximalni rychlost, pfi které mize organizmus ziskat energii v piitomnosti
pfesné koncentrace substratu,
» pro stav, kdy energie je vyuzita jen pro zachovani zivotaschopnosti bunék.

Tento model piedpoklada, ze mnozstvi uhliku, které organizmus potiebuje k zachovani
zivotaschopnosti, odpovida rychlosti difuze chemikalie k povrchu bunky. Jestlize je
koncentrace uhliku nizs$i, dochazi k odumfieni bunék. Tento slozity vztah je vyjadien
nasledujici rovnici (Alexander,1999) :
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1Y max (Re’ - Ry?) /2
T=
DAeCp /p — (m/In 2)( Re* - Rb?) /2 kde

T maximalni generacni doba pro buiky
Y max vytszek
Rp a Rq poloméry bunék na pocatku a v priibéhu jejich déleni
Das difuze chemikalie
Cy koncentrace chemikalie
P suSina bun¢k délend objemem
m koeficient pfeziti (maintenance coefficient)

Diftze D v&tiiny polutanti se pohybuje okolo 10 cm?/s. Obvyklou hodnotou Y may
pro bakterie je 0,55 g suSiny/g substratu a hodnota p pak 0,31 g su§iny/cm’. Hodnota m se
obvykle rovna 15 mg substratu/g susiny/h. Za primarni polomér bunky dosadime hodnotu
0,5 um (Ry) a polomér bunky pred poslednim rozd€lenim bude 0,63 um (Rq). Stanovime
maximalni generacni dobu pro bunky pfi koncentraci substratu 10, 1, 0,5, a 0,2 pg/l. Za
téchto podminek hodnoty T odpovidaji 1,71, 21, 57 a nekone¢ny pocet hodin. Lze tedy
usoudit, Ze pro studované buiiky je koncentrace 0,2 ng/l prahova.

Realné hodnoty prahové koncentrace organické latky byvaji vSak casto vysSi
v porovnani s hodnotami vypocétenymi, nebot kazdd molekula nemusi proniknout az
k bunéénému povrchu, pronikat do buniky a byt bunikou vyuzita. Model tedy umozni vypocet
nejnizsi mozné prahové koncentrace.

Jak jiz bylo feCeno vyse, hodnoty prahové koncentrace urcité organické latky jsou
vysoce variabilni. Kolisaji nejen mezi druhy a v zavislosti na prostiedi, ale i v zavislosti
na pritomnosti jinych dostupnych zdroju uhliku. MuZzeme si uvést jednoduchy ptiklad
kolisani hodnoty prahové koncentrace pro izolované motské bakterie vyuzivajici glukdzu
jako zdroj uhliku. Jestlize byla gluk6za pro tyto buiiky jedinym zdrojem uhliku, pak prahova
koncentrace odpovidala hodnoté 480 pg/l. V pfitomnosti argininu klesla koncentrace glukézy
na prahovou hodnotu 8 pg/l. Jestlize buiiky rostly v prostfedi obohaceném nejen glukoézou,
ale 1 smési aminokyselin, pak prahova koncentrace glukézy klesla pod detekovatelnou mez.
Analogické vysledky byly ziskdny pfi studiu metabolizmu 3-chlorobenzoatu buiikami
Pseudomonas sp. po ptidavku acetatu. Rovnéz v tomto experimentu bylo pozorovano snizeni
prahové koncentrace primarné studované latky. Zcela opacné doslo ke zvySeni hodnoty
prahové koncentrace benzoatu po ptidani acetatu (sekundéarni substrat), jestlize k degradaci
bylo pouzito dvouclenné spolecenstvo anaerobii. Toto zjisténi bylo potvrzeno i v jinych
experimentech s riznymi smésnymi kulturami.

Vseobecné 1ze tedy konstatovat, ze pridavek dalSiho substratu vede ke zménam
prahové koncentrace primarniho substratu. Efekt sekundarniho substratu se muZe
projevit jen tehdy, je-li degradujici populace schopna tento sekundarni substrat
efektivné vyuzivat nebo o néj soutézit ve vicedruhovém mikrobidlnim spole¢enstvu.

Z téchto poznatkli lze uzaviit, ze predikce biologického Stépeni i perzistence
degradovatelné chemikalie v ur€itém pfirozeném ekosystému je jen velmi obtiznd a mize byt
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zatiZena nejen znacnou chybou, ale mize vést i k mylnym sana¢nim prognézadm.V predikci je
nutné tedy vychazet ze skutecnosti, Ze ve vysoce komplexnim pfirozeném prostiredi se
uplatiiuje fada dalSich a ¢asto velmi proménlivych faktorti (napf. dostupnost degradované
latky pro organizmy ovlivnéna sorpci, difuzi,rozpustnosti aj.), které mohou znacné¢ zvysit
hodnoty prahovych koncentraci zjisténych pro degradaci identické latky v laboratornich
podminkach.

BIOLOGICKA DOSTUPNOST POLUTANTU

Organické polutanty kontaminujici prostiedi mohou byt pro mikroorganizmy vice ¢i
mén¢ dosazitelné. Jejich dostupnost mikrobidlnimu ataku je ovlivnéna celou fadou velmi
tézce definovatelnych faktori vnéjsiho prostfedi. Snizena dostupnost latek pro vyuziti
biologickymi systémy (bioavailability) se nejcastéji projevuje vyraznym snizenim rychlosti
degradace polutantu nebo jeho dlouhodobou perzistenci. Casto je latka nedostupna nebo jen
castecn¢ dostupnd v piipadé, Ze se dostava do velmi malych ptidnich pori (nanopért), které
pro svou velikost nemohou byt a nejsou osidleny mikroorganizmy. Péry mohou byt naplnény
pouze vodou (v sedimentech) nebo vodou a vzduchem (v piad¢€). Dostane-li se do poru
kontaminujici chemikalie, pak se miize uvoliiovat postupnou difizi az k mistim osidlenym
mikrobiadlnimi degradatory. Dréha difundujici molekuly, zejména v prostfedi tvofeném
malymi ¢asticemi, je znacn¢ slozitd a ,klikata*. Mimo to, vétSina bakteridlnich bunck roste
na povrchu jen nékterych Castic a to ve form¢ mikrokolonii, takZe zna¢na ¢ast ptidy nenese
z4dné degradujici mikroorganizmy. Je tedy G¢inny kontakt latky a aktivni mikrobidlni bunky
zcela nahodily. Mimo to, biologickd dostupnost latek v pidé mulze byt navic ovlivnéna
rychlosti jejich sorpce a resorpce z pevnych povrchi.

Nékteré slouceniny jsou povazovany za zcela nedegradovatelné a to za jakychkoliv
podminek. Jako pfiklad téchto nedegradovatelnych latek si mizeme uvést rizné syntetické
polymery. O jinych slouceninach je zndmo, ze jsou sice potencidln¢ degradovatelné, ale
piesto perzistuji v prostfedi. Degradace téchto latek je tedy velmi citlivd na zménu
podminek prosttedi, za kterych by méla destrukce latky probihat. Pricinou ztraty
,biodegradability* degradovatelné molekuly miize byt:

» koncentrace toxické latky je tak vysoka, ze nemize dojit k mnozeni
mikroorganizmul a metabolizmus této latky je vyloucen,

» jedna nebo vice zivin, které jsou nutné pro rist mikroorganizmd, je v tak nizké
koncentraci, Ze vylucuje jejich rist,

» samotny polutant miize byt v tak nizké koncentraci (podprahové), Ze vylucuje rust a
mnozeni mikroorganizmu s katabolickymi enzymy,

» substrat neni v takové formé, ktera by byla dostupna pro mikroorganizmy.

Z vy¢tu moznych pficin perzistence degradovatelnych organickych polutantt je ziejmé,
ze o vétsin€ jsme se zminili jiz dfive. Z vyzkumu vsak vyplyva, ze posledn¢ uvedena pticina
perzistence, oznaCovand také jako biologicka dostupnost, je jednou z hlavnich pficin
zamezeni prub¢hu degradacnich procesii. Biologickd dostupnost organickych molekul muze
byt omezena napt.sorpci na pevny material, pfitomnosti v tzv. nevodné tekuté fazi
( nonaqueous-phase liquid NAPL) nebo uvnitt ¢astic pudy ¢i sedimentu.
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Sorpce

Pevné cCastice mohou zna¢nou meérou ovlivilovat degradacni aktivitu piirozené
mikrofléry. Zejména sorpce na povrch pevné Castice mize podstatné ovlivnit dostupnost
zivin, modifikovat pH prostiedi,ménit kyslikové poméry v prostiedi , poutat mikroorganizmy
a potlacovat aktivitu extraceluldrnich enzymu. K takovym aktivnim povrchim patii jily,
huminové latky a Casto amorfni oxidy a hydroxidy zZeleza a hliniku. Tyto latky mohou
ovlivnit proces biodegradace sorpci , ktera zahrnuje adsorpei (vazbu na povrch) a absorpci
(vazbu uvniti). Castice tak vytvaieji nové podminky pro biodegradaci v prostfedi takto
vytvareného mikroklima.

Pidni Castice, pevné slozky sedimenti a odpadnich vod mohou sorbovat celou fadu
organickych latek. Patii mezi n¢ napf. aminoslouceniny, organické fosfaty a fosfonaty,
dusikaté heterocyklické slouceniny, alkylbenzylsulfonaty, kationické surfaktanty nebo rtizné
vysokomolekularni latky. Jiz samotné vlastnosti slou¢eniny mohou piedurcit, zda a za
jakych podminek se sorpce uskutecni a jak silna bude vazba mezi latkou a povrchem castice.
Na zakladé cetnych pozorovéani bylo na piiklad prokdzano, Ze nckteré organické latky se
velmi ochotné vazi na jilovité Castice, jiné se pievazné nebo dokonce vyhradné vazi na
organické slozky pidy. Na pevné cCastice se vedle organickych latek sorbuji také latky
anorganické, které mohou byt rovnéz soucasti vyzivy mikroorganizmti.

Proces sorpce organickych latek je ovliviiovan celou fadou faktord. Patfi mezi né napf.
typ slouCeniny a jeji koncentrace v okolnim roztoku, typ a mnozstvi jilovité slozky nebo
organické hmoty v ptidé nebo v sedimentu, hodnota pH, teplota prostiedi a dalsi. U jilu hraje
vyznamnou roli typ kationtl, které mohou saturovat jeho povrch (tj. zda je jil saturovan Fe,
Ca nebo H ionty) nebo velikost jeho specifického povrchu (20-80 m?/g).

Chemicka podstata sorpce

Vzhledem k tomu, Ze ptda a sedimenty obsahuji zna¢ny podil jilovych slozek, je sorpci,
jako jednomu z faktort, ktery se muze podilet na pribéhu degradace, vénovana znacna
pozornost. Jilové minerdly se pievazné¢ vyskytuji ve dvou typech. Prvni typ je
charakterizovan pomérem Si: Al=1:1 (-Si.Al.Si.Al.Si.Al-), druhy typ pomérem
Si: Al=2:1(-Si.Al.Si.Si.Al.Si-). Prvni typ jilu pfedstavuje napt. kaolinit. Patii mezi
neexpandujici jily a ma tedy relativné maly povrch a mensi sorpéni kapacitu v porovnani
s typem 2 : 1. Molekuly jsou na tento jil pfevazné jen adsorbovany, tedy vazany na povrch.
Ke druhému typu jilu patii napt. montmorillonit. Jeho miizkova struktura miize lehce
expandovat, takze tento jil mize vazat molekuly jak na vnéjsi, tak i na vnitini povrch.

Adsorpce se muze uskuteCiiovat fyzikdlné nebo van der Waalsovymi silami,
vodikovymi vazbami, iontovou vymeénou nebo chemisorpci. VSeobecné velké molekuly
byvaji k povrchu sorboviny vodikovymi vazbami, ale pro vétsSinu nizkomolekuldrnich
organickych latek, mezi které patii 1 Cetné polutanty, ma zvlast¢ vyznam iontovad vymeéna.
Jilové mineraly a koloidni pidni organickd hmota maji negativni naboj a ptitahuji tedy
kationty. Na jejich povrchu se proto objevuji H, Ca, K nebo Mg ionty, které mohou byt
vytésiiovany pozitivné nabitymi organickymi molekulami. Lze tedy odvodit, Ze pozitivné
nabité organické molekuly se velmi dobfe vazi na jil a huminové substance, nebot tyto
slozky pidy maji negativni povrchovy naboj. Organické molekuly s negativnim nabojem jsou
naopak od téchto pludnich slozek odpuzovany. Z tohoto divodu jsou za pfirozenych
podminek pH prostfedi na negativné nabité povrchy vyvazany pievazné pozitivné nabité
latky.

Schopnost jilu ovliviiovat biodegradaci se 1iSi podle jeho typu. Napi. montmorillonit
Casto sorbuje potencidlni mikrobialni substraty, nebot’ ma vysoké kapacitu iontové vymény
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(cation-exchance capacity) a expandujici mfizkovou strukturu. Tento efekt je mnohem slabsi
u kaolinitu a illitu.

Organicka koloidni frakce piidy je zodpoveédna za sorpci celé fady sloucenin, obzvlaste
téch, které jsou hydrofobni. Na organickou hmotu jsou velmi u¢inné sorbovany polycyklické
uhlovodiky a jiné nepolarni polutanty. Rozsah této sorpce koreluje napt.s tzv. délicim
koeficientem pro systém oktanol-voda (octanol-water partition coefficient), ktery je uvadén
jako hodnota Ky, a udédva miru hydrofobicity chemikalie a s procentem organického uhliku
v pude nebo sedimentu. VSeobecné plati, ze ¢im vice organické hmoty je ptfitomno v pevné
fazi, tim vice hydrofobnich molekul je sorbovano. Na mechanizmus této sorpce existuje
nékolik odlisSnych néazor, avSak nova pozorovani potvrzuji  hypotézu, ze molekuly
organického substratu jsou sorbovany fyzikalnimi silami nebo chemickymi vazbami nejen na
povrch, ale 1 uvnif celého objemu organické hmoty, ¢imz dochazi ke zménam jejich
dostupnosti pro mikroorganizmy.

V ptdni organické hmot¢ byl prokazan i proces iontové vymeény. Uplatiluje se zejména
u pozitivné nabitych sloucenin (napf. protonizovanych herbicidl) jejich vazbou na negativné
nabité skupiny (R-COQO") komplexniho organického materidlu. V piirodé je tato iontova
vyména vyznamnd zejména pii neutralnich nebo slabé zasaditych hodnotach pH.

Sorpce je tedy vyznamnym procesem ovliviiujicim biologickou dostupnost celé
fady chemikalii i prirozenych mikrobidlnich substrati a hraje vyznamnou roli
v procesu biodegradace. Efekt sorpce je vysoce variabilni a zavisi na celé fadé jen obtizné
prokazatelnych faktori (mechanizmus vazby, sila vazby, schopnost mikroorganizmii
vyuzivat vazany substrat aj.). V fad¢ piipadi jsou degradovatelné latky v dasledku sorpce
zcela odolné mikrobidlnimu ataku. Tento zavér plati zejména pro sorpci hydrofobnich
sloucenin. Bylo prokazano, ze mikroorganizmy nemohou degradovat sorbované polycyklické
aromatické uhlovodiky (PAHs), coz mize byt jednou z pfi¢in nezdaru sanace n¢kterych pad.
Tuto skuteCnost rovnéz potvrzuji srovnavaci biodegradaéni experimenty s Cerstve
kontaminovanou pldou etylendibromidem a pidou, kde tentyz polutant je dlouhodobé
sorbovanou kontaminantou. U Cerstvé kontaminované pudy autofi prokazali snadnou resorpci
etylendibromidu, zatimco u staré zatéze uvolnovani etylendibromidu nebylo detekovano.
Dlouhodobé pokusy potvrdily, ze v urodnych ptidach bohatych na organickou hmotu dochazi
k vyraznému zpomaleni degradace n¢kterych latek , napt. herbicidl, v porovnani s ptidami s
nizkym obsahem humusu.

Zda se tedy, ze substrat musi byt v takovém stavu, aby byl dosazitelny pro enzymy
produkované degradatorem.VétSina enzymatickych stupni  mikrobidlniho metabolizmu
nizkomolekularnich latek je intracelularni a pouze nékteré jeho stupné mohou byt
extracelularni (Casto tyto extracelularni stupné zcela chybi). Rozklad vysokomolekuldrnich
latek je vSak obvykle zahdjen extracelularnimi enzymy, jejichz katalytickéd aktivita mize byt
také vyrazné snizena jejich sorpci na reaktivni povrchy piirozeného sorbentu, napf.
montmorillonitu.

Mnoha pozorovani vSak prokdzala, ze sorpce nemusi mit jen negativni vliv na prib¢h
biodegradace, ale spiSe naopak (viz Vyuzivani sorbovanych latek a stimulacni efekty).

Celkové lze shrnout, Ze sorpce muze ovliviiovat biodegradaci nejriznéjSimi
mechanizmy, které 1ze shrnout do nasledujicich bodt :

» anorganické ziviny a rustové faktory jsou sorbovany, ¢imz jsou nedostupné pro
replikaci a rist nékterych mikroorganizmi,

» mikroklima v tésné blizkosti povrchu sorbentu mize byt méné¢ vhodné pro
transformaci latky v porovnani s okolnim roztokem, nebot povrch sorbentu
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pfitahuje a koncentruje H' z roztoku, ¢imz dochazi k vyznamnému snizeni hodnoty
pH v jeho tésné blizkosti,

» jestlize okolni roztok obsahuje jen velmi nizké koncentrace zivin, pak sorbent mize
tyto ziviny koncentrovat na svém povrchu, coz se projevuje zvySenym narastem
mikroorganizmti v tésné blizkosti povrchu sorbentu za soucasné stimulace
biodegradace,

» jily a organickd hmota vpudé¢ a sedimentech se mohou podilet na sorbci
mikroorganizmu z prostfedi. “Zahusténé* mikroorganizmy na povrchu sorbentu pak
mohou ucinnéji degradovat polutant v porovnani snizkym poctem bunék
degradatora ve vodné fazi,

» sorbce mikroorganizmii na povrchy muze byt podle studovaného mikrobidlniho
druhu nebo degradacniho spoleCenstva reverzibilni i ireverzibilni, pfi¢emz jejich
metabolicka aktivita mize byt nezménéna nebo je ovlivnéna pozitivné €1 negativne.

Vyuzivani sorbovanych slou€enin

N¢ékteré sorbované molekuly mohou byt vyuzivany mikroorganizmy jako zdroj uhliku,
energie, dusiku a pravdépodobné i jinych prvkii. Bylo napt. pozorovano, ze mikroorganizmy
mohou vyuzivat bilkoviny vazané na jilech, avSak rychlost jejich vyuzivani velmi kolisa
v zavislosti na typu jilu, typu proteinu a na kationtovém nasyceni sorb&niho povrchu. Z
vysledku laboratornich experimenta s hydrofobnimi latkami (PCB, PAH) a polyakrylatovymi
kulickami autofi dospéli k zavéru, ze pouze nckteré mikroorganizmy, které vyuzivaji latku
v roztoku, mohou tuto latku vyuzivat také v sorbované formé. Zjednodusené feceno,
mikroorganizmy, které vyuzivaji sorbované latky, musi nejen produkovat odpovidajici
katabolické enzymy, ale soucasn¢ musi vykazovat i schopnost ,,zpfistupnit sorbované
molekuly enzymatickému ataku. Jedné se tedy s nejvétsi pravdépodobnosti o takové latky,
které mohou byt resorbovany a tim uvoliiovany do roztoku takovou rychlosti, ktera umoznuje
jejich vyuzivani mikroorganizmy. Nékteré experimenty podavaji dikkazy o tom, ze mnohé
latky mohou byt vyuzivany i bez jejich prokazatelné resorpce, a Ze rychlost degradace téchto
sorbovanych latek je podstatné vyssi v porovnani s rychlosti jejich degradace v roztoku.

Do soucasné doby nebylo tedy spolehlivé prokazano, jakym mechanizmem se
sorbované molekuly stavaji dostupnymi pro mikroorganizmy. Pro formulovani hypotéz
budeme vychdzet ze vSeobecné zndmé skutecnosti, Ze pokud ma byt dana latka degradovana
a vyuzivana pro rust, pak musi byt buiitkou asimilovana. Za tohoto piredpokladu mize byt
mechanizmus vyuzivani vysvétlen tfemi riznymi hypotézami :

a) organizmus muze vyuzivat latku v roztoku a metabolizuje rovnéz latku, ktera
vstupuje do vodné faze v disledku spontanni resorpce. Na pocatku se v tomto
systému vytvaii rovnovaha mezi sorbovanou latkou a latkou v roztoku :

ki

sorbovana latka 4_' latka v roztoku
ks
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Latka je v roztoku vyuzivana degradujici populaci, kterd se mnozi a pii dosazeni
urcitého poctu bunék je jejich metabolizmus fizen resorpéni rychlosti (k;) az do
vycerpani vyuzitelného substratu.

b) mikroorganizmy produkuji metabolity, které usnadiuji resorpci, takze biodegradace
latky probiha vétsi rychlosti, nezli v ptipad¢ spontanni resorpce.Za téchto podminek
neni pak rychlost biodegradace limitovana rychlosti spontanni resorpce.
Mechanizmus této tzv. zprostredkované resorpce neni dosud spolehlivé vyieSen.Je
pravdépodobné, ze na zprostfedkované resorpci se budou podilet biosurfaktanty,
kationtovd vymeéna nebo extracelularni enzymy. Neni vylouceno, ze tato resorpce
muze souviset rovnéz s mikrobidlné¢ indukovanymi zménami hodnoty pH nabitého
povrchu.

c) sorbované slouceniny jsou primo vyuzivany mikroorganizmy, které adheruji
k témuz povrchu. Organizmy mohou tak pfijit do ptimého kontaktu s latkou, ktera
pak muze penetrovat do buiky, aniz by byla uvoliiovana do okolniho tekutého
prostiedi. Hydrofobni molekuly se dostavaji do bunky pifes hydrofobni slozky
povrchu mikroorganizmu. Toto vysvétleni je srovnatelné s vysvétlenim
mikrobialniho vyuzivani latek, které nejsou rozpustné ve vodé a na néz mohou
mikroorganizmy adherovat za soucasné jejich degradace.

Kinetika

Pro biodegradaci latek, které jsou sorbovany na rtiznych povrSich, bylo navrzeno nékolik
modelii. Zakladni model vychazi z hypotézy resorpce (spontanni nebo zprosttedkované):

resorpce (ki)

»

sorbovana org.latka " organicka latka v roztoku

adsorpce (k) l biodegradace (k3)

produkt biodegradace

Do tohoto vztahu byva vnaSen koeficient k,, ktery je odrazem afinity latky k sorbentu
a muzZe slouzit k vypoctu poloc¢asu biologického rozkladu ze vztahu k,/k;. Rovnice mize byt
jesté dal rozsifena ve zvlaSnim uvazovaném piipadé, kdy produkty biodegradace se mohou
rovnéz sorbovat na povrch pii rychlosti sorpce charakterizované konstantou k, s resorpci
charakterizovanou konstantou ks. Ne&které modely byly navrzeny pro biodegradaci
sorbovanych latek nerostoucimi populacemi mikroorganizmii. Samostatnou skupinu tvofi
modely kinetiky degradace na sorbovanych latkach. Piesto aplikace téchto modeld na rizné
piirozené systémy substrat-sorbent je velmi obtizna.

Stimulaéni efekt sorpce

Z ptedchozich zavéri by se zdalo, ze sorpce miize pouze negativné ovliviiovat
biodegradacni proces. Bylo vSak zjiSténo, Ze pevny materidl miize mit za urcitych podminek
silny stimulacni efekt na mikroorganizmy a tedy i1 na biodegradaci organického polutantu.
Neékteré mikroorganizmy (napt.motské oligotrofni bakterie) zna¢né zrychluji svij riist po
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adsorpci na pevné Castice (napf. na sklenéné kulicky). Rovnéz bylo pozorovano zrychleni
degradace nékterych polutantti po ptfidani nékterych typt jila do prostiedi (7ab.2).

Tabulka 2 Priklady stimulacniho efektu sorpce na rychlost degradace
(Alexander,1999)

Degradovana latka | Sorbent Mikroorganismus Reference

Mocova kyselina bentonit Pseudomonas sp. Durand, 1964
Hexametylendiamin rizné jily Bacillus substilis Garbara a Rotmistrov,1982
Ruzné aldehydy montmorillonit Fertilni pida Kunc a Stotzky,1977
Glukoéza montmorillonit aktinomycety Martin et al., 1976

Vysvétleni je velmi obtizné, i kdyz se predpoklada, ze zrychleni degradace polutantu
muze byt zpiisobeno jeho zakoncentrovanim a optimalizaci koncentrace na povrchu nabité
¢astice, nebo sorpci toxina z prostiedi ¢i pufrovanim prostiedi. Vyuziti poznatkli o sorpci
v pribéhu biodegradace se ukazuje za urcité situace jako velmi nadéjné, zejména u velmi
komplexniho znecisténi prostiedi.

»otarnuti“ polutantu

Biologicka dostupnost latek perzistujicich v pidé se snizuje v Case. Tento proces
zvySovani odolnosti latek k mikrobidlnimu ataku v Case je Casto oznaCovan jako proces
Hstarnuti  latky v kontaminovaném prostiedi. Piedpokladd se 1 v kontaminovanych
sedimentech, ale nebyl zde dostate¢né prostudovén, nebot” degradacni procesy zde probihaji
jen velmi nizkou rychlosti. Proces zvySovani odolnosti cizorodych organickych latek
k degradaci v Case byl popséan pii sledovani zmén koncentrace nékterych pesticidi v pude.
Tento vyznamny rozdil v pribéhu biodegradace ,,starych® a ,Cerstvych® kontaminat neni
obvykle uvazovan a vede casto kmylnym casovym predikcim pribéhu sanace
kontaminované lokality. Rychlost ,starnuti polutantu je znacné zavisla nejen na jeho
chemické struktuie a koncentraci, ale i na typu pidy, nikoliv vSak na jejim mikrobidlnim
osidleni.

V fad¢é pozorovani bylo prokdzano, Ze v kontaminovanych ptidach nelze v pribéhu
biodegradace dosahnout absolutné nulové koncentrace degradované latky. ,,Zbytkové
koncentrace latky po biodegradaci se v§ak znacné lisi v zavislosti na dobg, ktera uplynula od
samotné¢ kontaminace pudy. Tabulka 3 uvadi vysledky laboratorniho pokusu se sterilni
pudou, kterd byla kontaminovdna fluorantenem v koncentraci 100 mg/kg. Do takto
kontaminované¢ pudy byly vriznych casovych intervalech (doba starnuti fluorantenu)
inokulovany degradujici mikroorganizmy. Po biodegradaci byla stanovena jiz neménna
zbytkova koncentrace fluorantenu. Experiment prokazal, ze s dobou starnuti studovaného
polutantu v pidé se zvySuje jeho zbytkova ( pro mikroorganizmy nedostupné) koncentrace.

Tabulka 3 Vliv,,starnuti na biodegradabilitu fluorantenu v pidé
(podle Tang a kol.,1998)

Doba ,, starnutic Koncentrace v padé po
(dny) bioremediaci (mg/kg)
0 1,65
75 4,56
107 5,85
140 7,72
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Zaveérem této kapitoly muzeme shrnout, ze biologickd dostupnost vyznamné ovliviiuje
rychlost biodegradace. Za hlavni pficiny snizeni biologické dostupnosti latek je povazovana:

a) interakce polutantu se slozkami ptidy nebo sedimentu, ¢imz se méni jeho fyzikalni a
chemické vlastnosti,

b) polutanty nebo produkty biodegradace vytvareji se slozkami plidy (nebo navzajem)
perzistujici komplexy, které nelze obvykle detekovat (nemohou byt extrahovany
béznymi fedidly),

¢) uzavieni polutantu do mikroporii resp. nanopdri mezi ptidnimi ¢asticemi, odkud se
polutant dostava ztizenou difuzi (az 30% objemu pudy je tvofeno pory o pruméru
mensim nez 0,2 um).

d) v pidnim nanopdéru muize dochazet k sorpci polutantu a jeho biodegradace je pak
ovlivnéna piipadnou resorpci.

Toxikologicky vyznam zbytkovych latek je sporny.V mnoha studiich bylo prokdzano, Ze
pokud jsou k hodnoceni degradace polutantu vyuzivany jen obvyklé extrak¢ni a analytické
metody bez ohledu na skute¢nost, ze tyto metody jsou k detekci zbytkové koncentrace
chemikalii nedostacujici, mohou byt uCinény i velmi nespravné toxikologické zavéry.
Nebezpeci spo€iva napt. v podcenéni netoxickych zakomplexovanych molekul pesticida.
Tyto mohou byt pfimo asimilovany rostlinami a zivoCichy nebo zlstdvaji v prostiedi.
V prostiedi jsou pak komplexy postupné rozkladany na pivodni chemicky detekovatelné a
toxické molekuly. Pfesto mnozi autofi prokazuji, ze koncentrace téchto ,,zbytkovych® a
,nedostupnych molekul je pfili§ mala na to, aby méla zvlastni toxikoloxicky vyznam. Jsou
tedy zbytkové latky rizikovym faktorem biodegradaci? Pravdivou odpovéd bude nutné
hledat v dalSim vyzkumu, i kdyz v praxi neni zbytkovym latkdm vénovana zatim Zadna
pozornost.

BIODEGRADACE LATEK S NiZKOU ROZPUSTNOSTI VE VODE

Cela tada polutantli neni rozpustna ve vodé a vytvaii tekutou slozku znecisténi NAPL
(nonaqueous-phase liquids), ktera je nemisitelna s vodou. Vzhledem ke slabé rozpustnosti
téchto latek ve vodé, muze byt rychlost jejich biodegradace nebo bioremediace znaéné
omezena. S kontaminaci tohoto typu se setkdvame v ptidach, sedimentech, v povrchovych 1
spodnich vodéch. K témto latkam, které prechazeji do NAPL, patii napt. surova ropa a ropné
produkty a vSechny polutanty téméf nerozpustné ve vode¢, ale dobie rozpustné v organickych
fedidlech (Tab.4). I kdyZ tyto slozky NAPL kontaminuji vodnou fazi v nizké koncentraci,
piesto patfi k vyznamnym polutantim prostiedi. V dlouhodobé kontaminovanych lokalitach
se latky snizkou rozpustnosti vyskytuji vétSinou ve smésich, nebot' jsou postupné
degradovany piirozenymi mikrobidlnimi spoleenstvy. Z Tabulky 4 je zieymé, ze u
alifatickych uhlovodikli se snizuje jejich rozpustnost se vzristem poc¢tu atoml uhliku
v molekule. Pfesto byla nejhloubéji prostudovéana pravé biodegradace neékterych alifatickych
a aromatickych uhlovodikti. Bylo prokazéno, Ze napft. alifaticky uhlovodik o molekulové
hmotnosti 618 (CssHgp) miize byt degradovan mikroorganizmy, i kdyz jeho rozpustnost je
mensi nez 1 ng/l. V Cetnych experimentech bylo potvrzeno, ze celd fada mikroorganizmu
muze vyuzivat jako zdroj uhliku a energie pro rist a mnoZeni také ve vodé nerozpustné
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aromatické uhlovodiky. Byly navrZeny tfi zakladni mechanizmy pro degradaci téchto, ve
vodé¢ nerozpustnych nebo slabé rozpustnych organickych latek:

» vyuzivana je jen latka, ktera se dostava do vodné faze v okoli nerozpustné latky,

» mikroorganizmus vytvaii surfaktanty a emulgatory, které pseudosolubilizuji substrat
(tvorba kapicek mensich nez 1 um). Tyto kapky mize mikroorganizmus asimilovat
a vyuzivat.

» bunky vstupuji do pfimého kontaktu se substratem, ktery se piimo pies membrany
dostava do burnky.

Vedle zvySeni dostupnosti téchto latek pro biodegradaci byva limitujicim faktorem
jejich degradace kyslik, a to zejména pii degradaci ropnych latek v ptid€. V tomto prostiedi je
nutné rovnez zvysit koncentraci N a P, nebot’ koncentrace téchto latek v prostiedi pro rychlou
degradaci byva nedostatecna a difuze téchto zivin az k povrchu olejovité latky je pomala.
Limitujicim faktorem pro degradaci ropnych latek v motské vodé byva koncentrace Fe, které
je buiikami jen obtizn€ asimilovano pii hodnotach pH moftské vody.

Latky, které jsou ve vod¢ nerozpustné nebo jen slabé rozpustné, byvaji
charakterizovany koeficientem K,y (octanol-water partition coefficient), ktery udava po
dosazeni rovnovdhy pomér mezi koncentraci chemikélie rozpusténé v n-oktanolu a
koncentraci latky ve vodé. Hodnoty K, byvaji ¢asto zna¢n¢ vysoké a byvaji proto vyjadieny
jako log Koy, Slouceniny s vysokou hodnotou K, miizeme povazovat za hydrofoébni , naopak
slouceniny s nizkou hodnotou K, za hydrofilni. Hodnoty K, pro nékteré slouceniny jsou
uvedeny v Tabulce 5.

Latky ptitomné v NAPL mohou byt degradovany soucasné nebo nékteré mohou byt
degradovany prednostné a teprve po jejich transformaci miize probihat vyuzivani latek méné
citlivych k mikrobidlni degradaci. Soucasn¢ probihajici degradace byla pozorovana napt. u
surové ropy, kterd predstavuje vysoce heterogenni smeés alifatickych a aromatickych
uhlovodikii, heterocyklickych slou¢enin a jinych doprovodnych latek.

O biodegradaci jednotlivych slozek NAPL rozhoduje celd tfada faktorti. Mezi hlavni
samoziejm¢ patii degradacni schopnost pfitomné mikrofléry. Degradacni aktivita
mikroorganizmil je pak dale zavisla :

a) na rychlosti pfechodu slozek z NAPL do vodné faze,

b) na viskozit¢ NAPL,

¢) na toxicit¢ NAPL,

d) na plose sty¢né plochy mezi NAPL a vodnou fazi,

e) na pritomnosti slozek, které jsou ucinnéji degradovany nez sloucenina naseho zajmu,

/) nakoncentraci latky ve vodné fazi ( nesmi byt niz§i nez je prahova koncentrace latky
pro piitomného degradatora).
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Tabulka 4 Rozpustnost riznych organickych sloucenin ve vodé

Skupina latek Sloucenina Rozpustnost ve vodé (mg/1)

Alifatické uhlovodiky ¥ Heptan (C;H4) 2,9
Oktan (CgH1g) 0,66
Nonan (CyH,p) 0,22
Dekan (C;oHy,) 0,052
Hexadekan (C¢Hz4) 0,00002

Aromatické uhlovodiky ” Naftalen 30
Bifenyl 7,2
Acenaften 473
Antracen 0,05
Fenantren 1,1
Pyren 0,13
Chrysen 0,002
1,2-Benzpyren 0,0053

a) Coates a kol.., 1985
b) Yalkowsky a kol., 1983

Tabulka 5 Hodnoty K, pro nékteré organické slouceniny ( podle Laane a kol.,1987)

Organicka sloucenina Log Kow
Aceton 0,23
Benzen 2,0
Dekan 5,6
Dietylftalat 3,3
Difenyléter 4,3
Dioktylftalat 8,8
Dioxan -1,1
Pyridin 0,71
Tetradekan 7,6
Toluen 2,4
Xylen 3,1

Rychlost uvoliiovani latek z NAPL do vodného prostiedi je velmi variabilni a zavisi na
charakteru NAPL a obsazenych slouceninadch. Miize byt velmi pomala nebo naopak velmi
rychld. Rychlost mikrobialni transformace vSak nemusi byt limitovdna pouze rychlosti
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uvoliovani latky z NAPL, ale miZe byt sniZzena i v disledku vytvareni velmi malé aktivni
biomasy z nedostatku zivin nebo pro toxicitu uvoliiované latky.

Viskozita NAPL je velmi variabilni a ovliviluje uvoliiovani obsazenych kontaminant
do vodného prostiedi. Vysoce viskézni NAPL podstatné snizuji rychlost biodegradace
obsazenych slozek. Jako pfiklad si mize uvést dvé NAPL o rizné viskozité s rozpusténym
fenantrenem. Je-li NAPL tvofena leteckym petrolejem o velmi nizké viskozité, pak
rozpuStény fenantren je mineralizovan rychlosti kolem 30 ng/ml/h. Fenantren rozpustény
v surové rop€ s vysokou viskozitou je mineralizovan rychlosti kolem 7 ng/ml/h.

Zvlastni situace nastava v pfipadé, ze slozky samotného NAPL jsou nékterymi
mikroorganizmy vyuzivany rychleji, nezli ostatni kontaminanty jinymi degradatory. Mezi
témito mikroorganizmy pak dochézi k soutézeni o kyslik, dusik nebo fosfor. Rychlejsi rist a
vytvofeni znacné biomasy na preferovaném substratu se projevuje snizenim koncentrace
limitujicich Zivin, coz vede k potlaceni degradace pomaleji vyuzivaného substratu.

Mnoha pozorovani vedou k zavéru,ze nékteré latky obsazené v NAPL mohou byt
transformovany pouze v procesu kometabolizmu. K jejich transformaci dochézi tedy za
podminek, ze z NAPL jsou uvolnovany také slozky, které¢ stimuluji rist kometabolizujicich
mikrobidlnich druhd.

BIOSURFAKTANTY

Mikroorganizmy, které vyuzivaji slozky NAPL, produkuji povrchové aktivni latky,
obvykle oznacované jako emulgatory nebo biosurfaktanty ( biological surface active
agens). Surfaktanty usnadnuji uvolilovani latek z NAPL do vodné faze tim, ze vytvareji
drobné kapénky mensi nez 0,1 um. Takto vznikla suspenze velmi malych kapének ma pak
vlastnosti velmi podobné vlastnostem roztoku. Mohou vznikat i typické emulze, ve kterych
jsou kapky latky nemisitelné s vodou tak malé, Ze pretrvavaji neomezen¢ dlouhou dobu ve
vodné fazi. Cim jsou tedy kapénky mensi, tim jsou emulze stabiln&jsi.Vysokou stabilitu
vznikajici emulze zajist'uje emulzifikani agens. Lze tedy shrnout, Ze vysledkem spole¢ného
pusobeni surfaktantd a emulgatori dochazi k pronikavému zvétSeni povrchu mezifaze
NAPL-voda, coz vede i k podstatnému zrychleni biodegradace ve vodé nerozpustné latky.
Povrchové aktivni latka, ktera je obvykle oznaCovana jako surfaktant, miize soucasné
ovliviiovat stabilitu emulze a plisobi tedy soucasné jako emulgétor. VétSina izolovanych
emulgatoru pusobi soucasné jako surfaktanty, ale ne vSechny popsané surfaktanty maji
emuzsifikaéni vlastnosti. Podle piesné definice tedy surfaktant snizuje povrchové napéti
kapaliny, ale emulgator muze ovliviiovat mezifazové napéti . Bylo prokazano, ze emulgatory
produkované mikroorganizmy jsou soucasné typickymi surfaktanty.

Molekula biosurfaktantu obsahuje hydrofobni a hydrofilni ¢ast. Hydrofobni cast je
obvykle tvofena mastnymi (nasycenymi, nenasycenymi nebo hydroxylovanymi) kyselinami.
Hydrofilni ¢ast je po chemické strance velmi variabilni a muize byt tvofena cukry,
aminokyselinami, bilkovinami apod. V nizkych koncentracich jsou biosurfaktanty plné
rozpustné ve vod¢. Jestlize se jejich koncentrace v médiu zvySuje, pak se molekuly
surfaktantu shlukuji do drobnych agregati, které jsou oznacovany jako micely (Obr.6)
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Obr.6 Proces pseudosolubilizace

Vznikajici supramolekularni struktury mohou mit rizny charakter. Byly popsany
sférické a cylindrické micely, dvojité vrstvy a vezikuly. Tyto struktury mohou meénit svou
velikost 1 tvar v zavislosti na typu biosurfaktantu a podminkach prostfedi. Ze studia vzniku
micel vyplyva, ze snizeni teploty, zvySeni koncentrace elektrolyti v médiu nebo zvySeni
koncentrace biosurfaktantu vede ke zvétSeni velikosti micel.

Nejnizsi koncentrace, pti které vznikaji micely je oznaCovana jako Kriticka micelarni
koncentrace (CMC). Hodnoty CMC (mg povrchové aktivni latky/l) slouzi k posouzeni
ucinnosti riznych biosurfaktantii. Ve vodé jsou hydrofébni konce surfaktantu orientovany do
sttedu micely, hydrofilni ¢ast molekul smétuje do vodni faze. Hydrofoébni substrat uvolnény
z NAPL ( nebo soucasn¢ i ¢ast NAPL )je inkorporovany do stfedu micely a v této forme se
dostavda do vodné faze. Tento jev je oznacovan jako pseudosolubilizace neboli zdanliva
rozpustnost a dochazi k nému nejcastéji za podminek, kdy koncentrace surfaktantu neklesne
pod CMC (n¢které surfaktanty mohou zvySovat pseudosolubilitu hydrofébnich molekul i
pod hodnotou CMC).

Produkce povrchové aktivnich latek nebo emulgatori byla popsdna zejména u
mikroorganizmti, které mohou degradovat NAPL tvofené alkany. Rychlost
pseudosolubilizace byva obvykle vysSi v porovnani s rychlosti mikrobidlniho vyuZzivani
tohoto ,,rozpusténého* substratu s naslednym rastem.Vyznamnym limitujicim faktorem pro
degradacni aktivitu bunék je velikost vytvatenych kapek.

Na zakladé iontového charakteru se biosurfaktanty déli na ionogenni a neionogenni.
Ionogenni biosurfaktanty obsahuji v hydrofilni ¢asti své molekuly funkéni skupiny disociujici
ve vodé¢. Podle typu vznikajicich iontl rozezndvame anionaktivni , kationaktivni a amfoterni
ionogenni biosurfaktanty. Neionogenni biosurfaktanty ( napt. trehal6zalipidy) nesou funkéni
skupiny, které¢ ve vod¢ nedisociuji.

Produkce biosurfaktantt byla prokézana u celé fady degradujicich mikroorganizmu
( Tab.6).
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Tabulka 6 Ptiklady nékterych mikrobidlnich producentii povrchové aktivnich latek

(Alexander,1999)

Mikroorganizmus Biosurfaktant Reference
Rhodococcus erythropolis Komplex trehalézalipida Kretschmer ef al., 1982
Nocardia corynebacteroides Trehalozalipidy Powalla ef al., 1989
Candida bogoriensis Sofarozalipidy Hommel, 1990
Torulopsis bombicola Sofarozalipidy Hommel, 1990
Pseudomonas aeruginosa Ramnolipidy Robert et al., 1989
Bacillus subtilis Lipopeptidy Kakinuma ef al., 1968
Bacillus licheniformis Lipopeptidy Jenny et al., 1991
Yarrowia lipolytica Lipoprotein Pareilleux, 1979
Acinetobacter calcoaceticus Lipopolysacharidy Zosim et al.,1982

VLIV CHEMICKE STRUKTURY NA BIODEGRADACI

V soucasné dobé se veénuje zna¢nd pozornost predikci, zda urcitd sloucenina je
biologicky rozlozitelnd a jaké produkty lze za urc¢itych podminek jeji biodegradace ocekévat.
Tyto ,,pfedpoveédi® maji nejen Siroké uplatnéni v degradacni praxi, ale i pfi syntéze novych
prumyslovych sloucenin.

Jestlize vSak pohlédneme do historie vyroby nékterych uméle piipravenych sloucenin,
napf. pesticidi, zjistime, zZe pocatecni predikce rozlozitelnosti jejich molekuly slouzila zcela
jinym ucelim, nez je tomu dnes. Cilem chemikl byla syntéza jen velmi tézce rozlozitelné
molekuly s neménnou aktivitou po jeji aplikaci do ptirody.Vyvoj téchto ochrannych latek
vychazel z poznatki, ze syntetické organické slouceniny, které jsou bézné mineralizovany, se
mohou stat ¢astecné nebo zcela rezistentni k mikrobidlnimi ataku pfidanim jednoduchych
substituentli. Tyto substituenty jsou oznacovany jako xenofory, tedy substituenty, které jsou
v pfirodé¢ neobvyklé nebo jsou zcela nefyziologické. Vyuzitelnost  jednoduchych
aromatickych molekul, mastnych kyselin a dalSich lehce vyuzitelnych substrati se snizuje
napf. jejich substituci Cl, NO,, SOsH, Br, CN nebo CF; Tyto xenofory jsou vétSing
organizmu cizi a jejich odstranéni muze uskutecnit jen velmi malo druhii. Nékdy 1 CHs, NH>,
OH a OCHs; skupiny mohou vystupovat jako xenoféry. Degradace latky byva casto
stimulovana skupinami OH, COOH nebo amidy, estery nebo anhydridy funkc¢nich skupin.
Vyznamnou roli v degradovatelnosti latek hraje nejen typ xenof6ru, ale i jejich pocet a
umisténi na molekule.

Vyznamnou ulohu v perzistenci fady lehce vyuzitelnych sloucenin, napf.alifatickych
uhlovodik, alifatickych kyselin, alkoholti a jinych chemikalii, mize hrat rozsah jejich
metylace. Mezi nej¢astéji perzistujici uhlovodiky v pfirodé patii vysoce rozvétveny pristan a
fytan.

CH; CH; CH; CH;
| | | |

CH3CH(CH2)3CH(CH2)3CH(CH2)3CHCH3 pristan
CH; CH; CH; CH;
\ \ \ |
CH;CH(CH;);CH(CH;);CH(CH;);CHCH,CH3 fytan
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Velmi dobfe jsou degradovany mono- a dikarbonové kyseliny bez metylace. Jejich
degradace probihd velmi rychle zejména v pad€. Po ndhradé dvou vodikii v jedné skuping -
CH,- mono- nebo dikarbonové kyseliny metylovou skupinou, dochazi ke znacnému
zpomaleni degradace téchto latek,

CH;
|

CH3(CH,),COOH —  CH3C(CH,),; COOH

|
CH;

Rychlé biodegradace Pomala biodegradace

Mastné kyseliny jsou degradovany v procesu [-oxidace. Kvartérni uhlik proces
B-oxidace zastavi a kyselina musi byt degradovana jingm procesem. Cim je kvartérni uhlik
vzdalenéjsi od skupiny COOH, tim déle mlze degradce v procesu [B-oxidace probihat.
Znacny vliv na prub¢h degradace alkanu nebo alifatické kyseliny mtize mit 1 misto a zpiisob
vazby aromatického kruhu.

Vyrazné rozdily v rychlosti biodegradace byly pozorovany zejména mezi
polyaromatickymi uhlovodiky (PAHs). Antracen, fenantren a acenaftylen obsahuji 3 kruhy,
podobné jako pyren, ale oproti pyrenu jsou za aerobnich podminek rychleji degradovany.
Polyaromaty se ¢tyfmi a péti kruhy jsou vysoce perzistentni.

Zavery o vztahu struktury a biodegradability nelze zcela zobeciiovat. Bylo zjisténo, ze
zcela jiné vztahy plati pro biodegradaci za aerobnich a anaerobnich podminek. Vyuziti vztahu
mezi strukturou molekuly a jeji biodegradabilitou k predikci prabéhu biodegradace latek
v pfirozeném prostiedi je diskutabilni, nebot’ vétSina vztahii je odvozena z laboratornich
experimentl s ¢istymi kulturami.

Predikce produktt

V pribéhu metabolickych procesti c¢asto vnikaji intermediaty (mineralizace) nebo
produkty (kometabolizmus), které maji znacny vyznam jak z hlediska ekologického, tak i
toxikologického. V priibéhu vétsiny degradativnich reakei (tj. nezahrnujicich polymerizacni,
adi¢ni popt. konjugacni reakce) probiha u substratu

» adice hydroxylové skupiny a vodiku z H,O
» adice 2H nebo 2 protont

» adice molekulového kysliku nebo 42 O,

» odstranéni molekuly vody

» odstranéni 2H nebo HR (R je substituent)

Hydroxylové skupiny, vodik nebo molekulovy kyslik mohou plisobit pfimo na
degradovanou molekulu nebo mohou fungovat pii odstranovani nékterych substituenta.
V pribehu predikce vzniku metabolickych produktt ¢i intermediatt byla zaméfena pozornost
zejména na studium skupin vyznamnych polutantti, napt.aromatickych slou¢enin (mono- a
polycyklickych), cykloalkanti, alkanti a alkenti, halogenovanych slouc¢enin a dal$ich. Studium
bylo provadéno nejen s ¢istymi kulturami mikroorganizmd, ale i s pfirodnim mikrobiologicky
heterogennim materidlem (odpadni vody, sedimenty a kal, ptda aj.)
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VLIV PROSTREDI NA PRUBEH BIODEGRADACE

V piirozeném prostiedi je rist a metabolicka aktivita mikrobidlnich degradatord do
znacné miry ovlivnéna celou fadou vnéjsich faktori (fyzikalnich, chemickych, biologickych).
Samotné prostiedi, v némz se degradace uskuteciiuje, je v diisledku dynamiky probihajicich
transformacnich procesii vysoce variabilni, coz zpétné¢ ovliviiuje jak samotnou rychlost
transformace polutanti, tak i mikrobidlni dostupnost vznikajicich produktd ¢i jejich
perzistenci. Lze tedy fici, Ze pfirozené prostiedi ma nemaly vliv na GspéSny pribeh degradace
polutantu naseho zajmu.

Existuje cela fada informaci o vysoké Aqetabolické aktivité ¢istych mikrobialnich kultur
rostoucich v laboratornich médiich s optimalni koncentraci polutantu. V ptfirodnim prostredi
se ndm vsak jen velmi téZce podari dodrzet vSechny laboratorni podminky pro dosazeni této
vysoké biochemické aktivity.

Faktory, které v pfirodnim prostfedi mohou vyznamné pozménit piedpokladany pribeh
degradace polutantu, mohou byt abiotické a biologické.

Abiotické faktory

Z abiotickych faktori ma& dominantni postaveni teplota prostiedi, ve kterém ma
probihat biodegradace. Je zndmo, ze ve velkych hloubkach pidy nebo vody je teplota velmi
nizka a biodegradace probiha jen velmi pomalu nebo neprobiha vibec. Totéz plati pro zimni
obdobi, kdy je degradace znacné¢ zpomalena. Pii studiu mikrobialni degradace ropnych
uhlovodikii bylo zjisténo, Ze jejich vyuzivani jako zdroje uhliku a energie se uskuteciiuje v
Sirokém teplotnim rozmezi. Mezi degradatory ropnych uhlovodiki patii psychrofilni,
mezofilni i1 termofilni mikroorganizmy. Nizkd teplota, jako abioticky faktor, ovliviiuje
predevs§im fyzikalni stav uhlovodiku a tim jeho dostupnost pro mikroorganizmy spojenou
s poklesem rychlosti biodegradace. Pii vysSich teplotach bylo naopak prokazano, ze dochéazi
k vytekani lehkych ropnych frakci, které jsou pro degradatory toxické , coz se projevi nejen
abiotickym poklesem celkové koncentrace uhlovodikii, ale i zvySenim rychlosti jejich
degradace v dasledku zmozeni bunék degradatort.

Rovnéz extrémni alkalita ¢i acidita prostiedi znacn¢ zpomaluje degradaci. Presto bylo
prokdzéano, ze napi. biodegradace ropnych uhlovodikii muze uspé$né probihat v Sirokém
rozmezi hodnot pH (pH=5-8), avSak rychlost degradace je siln¢ zavisla na obsahu kysliku
v prostfedi ( Hambrick et al.,1980). Ke zménam hodnoty pH prostiedi miize dochazet i v
prabéhu samotné degradace, coz vede ke zpomaleni nebo zastaveni sana¢niho procesu.

Vyznamnou ulohu hraje vlhkost prostiedi, nebot voda je nutnd jak pro rist, tak i
biochemickou aktivitu mikroorganizmu.Vlhkost neni limitujicim faktorem pouze ve vodnim
prostfedi. V piidach musi vlhkost dosahovat 30-90% jejich vodni kapacity. Optimalni vlhkost
pudy zélezi na jejich vlastnostech, na degradované organické latce a na tom, zda bude
probihat aerobni ¢i anaerobni degradace.Vysokd ptdni vlhkost vyznamné snizuje obsah
vzduchu v pidé. V zamokienych pidach pak probihaji pouze anaerobni procesy a pro
aerobni degradaci jsou takovéto pidy nevhodné. Na druhé strané¢ enormni pokles vlhkosti
pudy miize vést k snizeni rychlosti nebo zastaveni biodegradace.

Rychlost biodegradace miize byt snizena nebo zcela inhibovana zvysenou salinitou pidy.
Rovnéz pti degradaci ropnych uhlovodikl bylo zjisténo, Ze se vzristajici salinitou prostiedi
(3,3-28,4% ) klesa rychlost jejich degradace V ocednech byla vSak popsdna celd fada
halotolerantnich degradatorti organickych polutantd.

Vysoky hydrostaticky tlak u dna ocednti v kombinaci s nizkou teplotou zplsobuji
snizeni metabolické aktivity mikroorganizmii a zpomaleni biodegradace s ndaslednou
perzistenci kontaminujicich organickych latek. Tyto zavéry potvrzuje zjisténi, Ze ropné
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frakce, klesajici béhem tézby ke dnu oceant, jsou prakticky nedegradovatelné ve spojeni
tlaku a velmi nizké teploty.

VSechny tyto abiotické faktory mohou limitovat biodegradaci polutantu. Jejich
optimalizace v prubéhu cilené degradace v pfirozeném prostfedi neni prakticky mozna ani
ekonomicky Unosna. I pres vy$si finanéni ndklady je vSak v pribchu praktickych sanaci
vhodné sledovani hodnot limitujicich abiotickych faktort, coz umozni odvraceni degradacné
nepiiznivych abiotickych podminek vedoucich k perzistenci polutantu. Neptiznivy Gc€inek
abiotickych faktori mize byt eliminovan vyuZzivanim zvlaStnich sanacnich technologii v
uzavienych prostorach (kryté sana¢ni haly, nadrze) nebo v bioreaktorech.

Ziviny v procesu biodegradace

K riistu heterotrofnich bakterii a hub jsou vyzadovéany vedle zdroje uhliku a energie
(organickée latky) také jiné prvky a akceptory elektronti. Akceptorem vodiku a elektronii pro
aerobni mikroorganizmy je kyslik, akceptorem vodiku a elektronii pro anaerobni zptisob
oxidace organického polutantu mize byt nitrat, sulfat, CO,, zelezité¢ ionty nebo organické
slouceniny. Nékteré bakterie a houby vyzaduji mimoto specifické ristové faktory, zejména
aminokyseliny, vitaminy skupiny B, vitaminy rozpustné v tucich nebo jiné organické
molekuly. Nedostatek téchto latek v prostfedi brani ristu mikroorganizmi a snizuje rychlost
biodegradace organické uhlikaté latky. Rist mikroorganizmli musi byt Casto stimulovéan
pfidavkem anorganickych sloucenin dusiku a fosforu zejména v prostfedich, kde je téchto
prvkti nedostatek ( motskd nebo spodni voda). Napt. k dosazeni maximalni rychlosti
degradace ropy (Kuwait) v moiské vod¢ (kontaminace 70 mg/l) je zapotiebi obohaceni
prostiedi fosfatem (0,6 mg/l) a dusi¢nanem amonnym (3,2 mg/l) ( Bridie a Bos,1971). Jako
zdroj dusiku a fosforu mohou byt vyuzivany i slozky samotného organického polutantu.
Ptidavky téchto prvkl nebyvaji nutné pii degradaci nizkych koncentraci organickych latek
v povrchovych ptidach. Presto byva obohaceni pidy dusikatymi latkami a slouceninami
fosforu pozivano a slouzi k pocateCnimu zrychleni degradace organickych polutantt.
Dynamika mnozeni a odumirani bunék, jejich konzumace predatory a parazity, vede za
piirozenych podminek ke kolobéhu téchto latek v prostiedi a sméiuje k navozeni rovnovahy
vedouci k cilené degradaci polutantu.

Synergizmus
Degradace nckterych latek vyzaduje spolupraci vice mikrobidlnich druhii. Tyto

interakce mohou byt nejen velmi dilezité pro nastartovani biodegradacniho procesu, ale i pro
prubéh cilené transformace ¢i Uplné mineralizace polutantu. Tato vzajemna spoluprace
nékolika mikroorganizmii na pfeméné organické latky je oznaCovana jako synergizmus. Na
synergizmu se obvykle podileji mikroorganizmy, které nemohou samostatné uskutecnit
pfeménu ¢i degradaci polutantu. Synergizmus sméfuje i ke zvyseni rychlosti cilené pfemény
organického substratu. Pfikladem synergizmu v degradaci ropnych latek miize byt
konzorcium RCI1, které je tvofeno Pseudomonas putida a Geotrichum candidum
Mineralizace ropnych latek po aplikaci RC1 probiha vysokou rychlosti, ackoliv aktivita
jednotlivych kment je velmi slaba. Toto konzorcium muize rovnéz degradovat
polyaromatické uhlovodiky je-li rozSifeno o kvasinku Yarrowia lipolytica (Horédkova a
Némec,1994) .Ou a Sikka (1977) popsali smes Pseudomonas a Arthrobacter , schopnou
degradovat herbicid Silvex. Jednotlivé mikroorganizmy tento herbicid nemohou degradovat.

Pro objasnéni synergizmu bylo navrzeno nékolik hypotéz, které se ovSem jen velmi tézko
potvrzuji :
» Jeden mikroorganizmus zahajuje degradaci organické latky tim, Ze ji vyuziva jako

rustovy substrat, druhy mikroorganizmus mineralizuje vznikajici produkt, ktery je pro
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néj ristovym substratem a nemuize byt vyuzivan prvnim mikroorganizmem. Tento
mechanizmus byva oznacovan jako ,ping-pong* a byl popsdn u konsorcia RC1 pfi
degradaci ropnych uhlovodikli (Hordkova a Némec, 2000),

» jeden mikroorganizmus produkuje ristové faktory zajist'ujici riist degradatora,

» prvni mikroorganizmus pouze transformuje nebo kometabolizuje organickou latku a
druhy mikroorganizmus vyuziva produkt jako ristovy substrat a dokoncuje mineralizaci,

> prvni mikroorganizmus transformuje organickou latku na toxicky produkt, ktery dale
nemuze destruovat. Druhy kmen rychle tento metabolit detoxifikuje a umoziuje
urychleni degradac¢ni reakce nebo sam tento toxicky produkt vyuziva jako zdroj uhliku.

Za synergické reakce jsou casto zodpovédné rustové faktory a to zejména vitaminy ze
skupiny B a aminokyseliny. V pfirodé jsou tyto synergické reakce velmi slozité a
nedetekovatelné, nebot’ do nich vstupuje vice mikroorganizmi. Proto objasnéni podstaty
synergizmu se vénuji predevSim laboratorni studie s Cistymi mikrobidlnimi kulturami v
definovanych mediich. Vztah koexistence dvou mikroorganizmt je Casto oznacovan jako
syntrofie. K laboratornimu studiu syntrofie byvaji vyuzivani auxotrofni mutanti degradatora.
Ptikladem mutZze byt degradace dodecyltrimetylamonium bromidu auxotrofnim izolatem
Xanthomonas, ktery vSak roste jen v pfitomnosti kmene Pseudomonas, nebot tento
mikroorganizmus vylucuje do prosttedi rtstovy faktor pro tohoto auxotrofa (Dean-Raymond
a Alexander,1977). Synergické a syntrofické reakce probihaji v ptirodé spontann¢, nebot
prostiedi je osidleno znaénym poctem mikroorganizmi s riznou metabolickou aktivitou.

Podil predace na vysledcich biodegradace

V pad¢, sedimentech, povrchovych i spodnich vodach se setkdvame s predatory a
parazity, kteti mohou ovlivnit mikrobialni osidleni pfirozeného prostiedi a vyznamnou mérou
ovlivnit vysledek cilené bioremediace. Patii mezi né protozoa, bakteriofagy, viry napadajici
houby a organizmy, které sekretuji enzymy narusujici bunécnou sténu hub a bakterii, ¢imz
vyvolavaji jejich lyzi. Vliv predace neni povazovan za pfili§ zdvazny, nebot’ ve vétSing
prostiedi jsou protozoa jen ve velmi nizkém poctu a pocet mikroorganizmi dosahuje hodnoty
10°-10" bungk v lem®. Presto je nutné brat v uvahu skuteGnost, 7¢ k rozdéleni jednoho
protozoa je zapotiebi 10° — 10* bakterialnich bungk. Na druhé strang& mohou protozoa
napomahat v kolobéhu dusiku a fosforu a exkretovat nékteré ristové faktory vyuzitelné pro
rust degradatord..

Podil vyssSich rostlin na biodegradaci

Piida je protkana kofenovym systémem vysSich rostlin. Napt. kofenovy systém pSenice
mize dosahovat délky pres 200 m a jeho plocha zaujima az 6 m”. Samotny kofenovy systém
je mistem zna¢né mikrobialni aktivity a interakci mezi rostlinou a mikroorganizmy. Mira
mikrobidlniho osidleni kofenového systému je cCasto vyjadfovdna pomérem R/S mezi
mikroorganizmy (R) a rizosférni ptdou (S). Tento pomér dosahuje vétSinou hodnoty 5-20,
ale byly zjistény i hodnoty R/S = 100. Je zfejmé, ze mikrobidlni osidleni rizosféry do znacné
miry zavisi na rostliné samotné a na jejim fyziologickém stavu. Rovnéz bylo prokazano, ze
organizmy v rizosféte produkuji organické latky (auxiny, latky podobné gibberellinlim aj.),
které ovliviiyji rist kofenového systému rostliny. Kofenovy systém osidluji také bakterie,
které metabolizuji jednoduché organické latky kontinualn€ produkované koteny rostlin.
Experimenty potvrdily, ze mikroorganizmy osidlujici rizosféru jsou rovnéz velmi dobrymi
degradatory rtznych polutantd. Neékteré aromatické uhlovodiky jsou velmi rychle
degradovany mikroorganizmy osidlujicimi rizosféru prerijnich trav. V rizosféfe je
stimulovdna  biodegradace trichloretylénu. Remediacni technologie, které vyuzivaji
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k odstranéni kontaminace pudy vysSich rostlin, jsou oznaCovany jako fytoremediace.
V procesu fytoremediace je velmi Casto diskutovan vyznam samotnych rostlin nebo jejich
kotenovych exkretli. K hodnoceni degradacni aktivity rostlin slouZzi vétSinou optimalizované
sklenikové experimenty. V piirozenych podminkach vyuziti rostlin Casto brani i vysoka
koncentrace a fytotoxicita polutantu. Z tohoto divodu byvéa fytoremediacni technolgie
aplikovana az k ,,docisténi* lokality po cilené degradaci mikrobiologické. Presto v ptipadech,
kde toxicita polutantu neohrozuje rast rostlin, kontaminace nesahd do velkych hloubek a
sanace lokality neni Casové limitovana, mize byt s vyhodou velmi nizkych nakladt vyuzita
fytoremediace. NejCastéji se vyuziva zatravnéni kontaminované plochy odolnymi travami,
jako je napt. jilek (Lolium perenne).

Aerobni a anaerobni procesy biodegradace

Cela tada polutant maze byt degradovana aerobnimi mikroorganizmy. Aerobni proces
biodegradace byl prostudovan zejména pii studiu degradace ropnych uhlovodik. Vyznam
kysliku v téchto procesech je dan degrada¢nimi drahami, které jsou zavislé na ptitomnosti
kysliku, nebot vyuzivaji k primarni oxidaci nasycenych a aromatickych uhlovodika
specifické enzymy, oxygendzy. Bylo vypocteno, ze 1 g kysliku miize v pfitomnosti
oxygenaz teoreticky zoxidovat 3,5 g ropy. Rychlost degradace ropnych uhlovodikli prudce
klesd s nariistem anaerobidzy. Anaerobni degradace nebyla prokazana napf. u benzenu,
chlorobenzenu, antracenu, nasycenych uhlovodiki a dalSich organickych latek. Nékteré
tzv.aerobn¢ nedegradovatelné slouceniny mohou byt naopak mikrobiologicky vyuzivany a
degradovany za anaerobnich podminek. Nevyhodou anaerobni degradace je pomérné
dlouha doba aklimatizace mikroorganizmil k vyuzivani polutantu (n¢kolik mésicit), pomaly
prubéh transformace a hromadéni organickych produktt, které mohou byt ¢asto rozlozeny
pouze aerobngé. Za anaerobnich podminek jsou degradovany napt. chlorované alkany a
alkeny, fenoly, benzoaty, nékteré aromatické uhlovodiky, vysoce chlorované PCB, fenol,
krezol a dalsi latky. Fermentace domovniho odpadu na sklddkach vede k tvorbé
skladkovych plyni s vysokym obsahem CO, a CH4. Pfi rozkladu 1000 kg domovniho
odpadu miize anaerobnimi procesy vzniknout az 800 m’ skladkového plynu. Tento plyn
muze byt u Spatn¢ oSetienych sklddek akumulovan pod povrchem a sklddka miize v sobé
skryvat potencialni nebezpec¢i vybuchu. Prakticka vyuzZitelnost skladkového plynu je Casto
omezena pritomnosti dalSich nezadoucich plynti (N, a H,S) a plynnych pfimési, jako jsou
organickd rozpoustédla ( az 10 mg/rn3), benzen (az5 mg/m3), chlorované ( 50 mg/m3) a
fluoridové ( 10 mg/m’) organické sloudeniny, alkeny ( az 100 mg/m’) a alkany ( az 200
mg/m’) a popi.dalsi tekavé latky podle typu skladky. Produkce skladkového plynu je
nerovnomérna a po dosazeni maxima plynule klesé v rozmezi 5-10 let.

BIODEGRADACE NEKTERYCH VYZNAMNYCH ORGANICKYCH
POLUTANTU

Biodegradace ropy a ropnych derivata v ekosystému

Produkce, skladovani a transport uhlovodiki vede velmi ¢asto ke kontaminaci pidy a k
nutnosti jeji dekontaminace. Vedle spalovani a fyzikalné chemickych metod, které jsou
relativné financné nakladné, jsou Casto pouzivany biologické metody dekontaminace. Pro
celou fadu ropnych derivatl jsou metody biodegradace nejen ekonomicky vyhodné, ale i pro
ekosystém zcela prirozené.

Schopnost mikroorganizmt S§tépit ropné uhlovodiky byla popsana jiz v r. 1946
( ZoBell,1946). Autorem byly popsany n¢které mikroorganizmy, které mohou vyuzivat ropné
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uhlovodiky jako jediny zdroj uhliku a energie. ZoBell (1946) vsSak zdaraznuje, ze tato
schopnost mikroorganizmii S§tépit a vyuzivat ropné uhlovodiky je striktné zavisld na
chemickém slozeni smési ropnych uhlovodikl a rovnéz na podminkach prosttedi.

Surova ropa vznikla dlouhodobym anaerobnim rozkladem organického materialu. Je
tvofena extrémné komplexni smési ruznych uhlovodiki zahrnujici alifatickou frakei,
aromatickou frakci a asfaltickou frakci. Uhlovodiky alifatické frakce zahrnuji n-alkany,
rozvétvené alkany a cykloalkany. Nejrychleji jsou degradovany nasycené ropné uhlovodiky s
mensim poc¢tem C atomt ( Cip - Cy4). Byla prokazana rovnéz biodegradace n-alkanti se 44
uhliky. Pomémé nesnadno jsou Stépeny C, alkany. Podobné Cs-Co alkany jsou sice
nékterymi mikroorganizmy degradovany, ale pro celou fadu mikroorganizml jsou tyto
uhlovodiky siln¢ toxické. Rozvétvené alkany jsou vSeobecné hlife vyuzivany, nezli alkany
linearni, ale naopak jsou snadnéji degradovatelné ve srovnani s alkany cyklickymi. Obzvlasté
metylace alkant vede ke zvySeni jejich rezistence k biologickému ataku .

Lehka ropa obsahuje 10-40% lehce degradovatelnych alkanti a okolo 2-20% lehkych
aromatickych uhlovodikt. Tézka ropa miize obsahovat méné nez 1% odbouratelnych alkanti
alifatickych a méné nez 2% lehkych aromatickych uhlovodikli. VSeobecné se vzriistajici
molekulovou hmotnosti a komplexnosti aromatickych uhlovodikii se snizuje potencialni
pravdépodobnost jejich biodegradace. Tedy degradacni rychlost polyaromata je nizsi, nezli
degradacni rychlost monoaromatii. Aromaty s péti a vice kruhy jsou prakticky
nedegradovatelné a mohou perzistovat po neomezenou dobu v prostiedi. V lehké ropé je
obsazeno kolem 2-10% téchto vysokomolekuldrnich polyaromati, v t€zké ropé az 35%. Je
nasnad¢, Ze tyto latky vzhledem ke zna¢né odolnosti vici fyzikélni a biologické degradaci
zUstavaji neptijemnym zbytkovym polutantem ¢isténého prostredi.

V nasich podminkach se pomérné ziidka setkdvame s asfaltickou slozkou surové ropy a
s ropnymi pryskyficemi. Asfalticka slozka surové ropy obsahuje slouceniny, které jsou
biologicky bud’ zcela nedegradovatelné nebo jsou vyuzivany jen velmi pomalu. Rovnéz
ropné pryskyfice podléhaji velmi omezené mikrobidlni degradaci a to jen v pfipadé, ze nejsou
vysoce kondenzované. Lehka ropa obsahuje 1-5% asfaltickych latek a ropnych pryskyfic,
tézka ropa mize obsahovat az 25% asfaltickych latek a 20% ropnych pryskyfic.

Lze tedy fici, Ze vysokéd rychlost biodegradace bude typickd pouze pro nasycené
uhlovodiky a lehké aromatické uhlovodiky. Extrémné nizkou rychlosti budou naopak
degradovany vysokomolekularni aromaty, asfaltické uhlovodiky a pryskyftice. Pouze Leahy a
Colwell (1990) pozorovali degradaci asfaltickych uhlovodiki a ropnych pryskyfic v procesu
kooxidace probihajici v pfitomnosti dalSiho lehce odbouratelného uhlovodiku. Degrada¢ni
rychlost 1 v tomto pfipad¢ byla zavisla na celé fad€ dalSich faktort a nelze tedy tyto vysledky
zobecnovat.

Celkové muzeme fici, Ze z4dna surova ropa neni zcela degradovana. Préce, které
prezentuji Uplnou degradaci lehké ropy nebo 50% degradaci tézké ropy v tydnech nebo
dokonce ve dnech, jsou vice nez podezielé.

Na procesech biologické degradace ropnych latek se podili vice nez 70 roda
mikroorganizmd. VétSina téchto rodl je vSeobecné rozsifena. Pidni a vodni ekosystémy,
které nejsou kontaminovany ropnymi uhlovodiky, obsahuji vSak jen velmi nizké procento
degradatorit ropnych uhlovodikl. Naopak bylo prokazéano, ze v prostiedi, které je ropnymi
uhlovodiky kontaminovéano, procentudlni zastoupeni mikroorganizmii degradujicich ropu
prudce stoupd, i kdyz z&dny z izolovanych mikroorganizmi neni schopen degradovat
vSechny slozky ropy ( Lee a Levy,1989).

Na biodegradaci ropy a ropnych pruduktii se podili vice nez 100 druhd mikroorganizmi
nalezejicim ke 30 mikrobidlnim rodim. Jejich zastoupeni v jednotlivych kontaminovanych
lokalitach je velmi variabilni v zdvislosti na podminkach prostiedi. Mezi nejvyznamnéjsi
degradatory ropy a ropnych latek patii zastupci rodi Pseudomonas, Achromobacter,
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Arthrobacter,  Acinetobacter,  Flavobacterium,  Brevibacterium,  Corynebacterium,
Flavobacterium, Nocardia, Candida, Rhodotorula a Sporobolomyces. Ve vodnim prostredi
jsou hlavnimi degradatory bakterie a kvasinky. V kontaminovanych pidach se na
biodegradaci ropnych latek velmi vyrazné podileji rovnéz nékteré houby, napt.zastupci rodu
Penicillium a Cunninghamella , které jsou obvykle lepSimi degradatory ropnych uhlovodikt
v pudé nezli napi. zéastupci bakteridlnich rodt Flavobacterium, Brevibacterium nebo
Arthrobacter.

Lze tedy shrnout, ze mikroorganizmy degradujici ropné uhlovodiky jsou prakticky
vSeobecné rozsifeny. Muzeme se s nimi setkat ve vSech typech povrchovych vod a v ptade¢.
Co se tyka jejich Cetnosti v jednotlivych systémech, setkdvame se v literatuie s velkymi
diferencemi, nebot” stanoveni poctu téchto degradujicich mikroorganizmi v dané lokalité je
metodologicky Casto velmi odlisné. S jistotou lze vSak fici, ze po kontaminaci prostiedi
ropnymi uhlovodiky prudce stoupa pocet degradujicich mikroorganizmi .

Faktory, které ovliviiuji rGst a enzymatickou aktivitu mikroorganizmt soucasné
ovliviiji 1 rychlost biodegradace ropnych uhlovodikli. Perzistence ropnych polutanti zavisi
také na kvantité a kvalit¢ smési ropnych uhlovodiki a na vlastnostech samotného
kontaminovaného ekosystému. V jednom prostfedi mohou ropné uhlovodiky perzistovat,
zatim co v jiném prostfedi mohou byt tytéz uhlovodiky degradovany v relativné kratkém
casovém obdobi.

Vyznamnym faktorem, ktery se podili na rychlosti biodegradace , je fyzikalni stav
ropného uhlovodiku. Ropné uhlovodiky jsou vSeobecné malo rozpustné ve vode a jejich
rozpustnost klesa se snizujici se teplotou prostiedi a vzristajici viskozitou. Z tohoto divodu
dochazi ve vodném prostiedi pfi nizSich teplotdch k biodegrada¢nimu procesu nejcastéji na
rozhrani vodni a uhlovodikové faze a biodegradace ropnych uhlovodikti v pad¢ probihé jen
velmi obtizn¢. Rychlost biodegradace muze byt zvySena aplikaci riznych detergentt, které
v$ak svou toxicitou casto ohrozuji cely ekosystém.

VétSina mikroorganizmi degradujicich ropné uhlovodiky produkuje emulzifika¢ni
latky. Produkce téchto "bioemulgatori" byla studovdna napi. u nékterych zéastupcti rodu
Arthrobacter, Pseudomonas a Corynebacterium. Tyto latky jsou produkovany pouze
bunikami rostoucimi na uhlovodiku a jsou velmi Casto tvofeny mastnymi kyselinami nebo
jejich derivaty. Byly detekovany i1 bioemulgatory o velmi komplexni polymerni struktufe.
Dosud neni objasnéno, pro¢ nékteré bakteridlni kmeny, ackoli jsou velmi dobrymi
producenty bioemulgatorti ropnych uhlovodik, tyto uhlovodiky nedegraduji.

Biodegradace ropnych uhlovodikli se muze uskuteciiovat ve velmi Sirokém teplotnim
rozmezi. Degradatory ropnych latek lze detekovat mezi psychrofilnimi, mezofilnimi i
termofilnimi mikroorganizmy. Pfi nizkych teplotdich muze byt rychlost biodegradace
limitovana lehkymi té€kavymi uhlovodiky, které jsou pro celou fadu mikrobidlnich
degradatorti toxické, a které pii vysSich teplotich z kontaminovaného systému rychle
vyvétravaji. Nizsi teploty jsou vhodné zejména pro degradaci parafinové frakce surové ropy ,
piicemz vyznamnou roli v této nizkoteplotni biodegradaci hraji procesy kometabolizmu.

Velmi spornou je otazka potieby Zivin pro zajisténi dostatecné rychlosti biodegradace
ropnych uhlovodikti. Z dosavadnich poznatki je zfejmé, Ze v procesu této biodegradace musi
byt dodrzovan urcity pomér mezi uhlikem obsaZzenym v degradovaném uhlovodiku a
dusikem resp. fosforem v okolnim prostfedi. Koncentrace dusiku a fosforu v prostiedi se tedy
odvozuje od koncentrace uhlovodiku samotné¢ho.V moftské prostfedi je za optimalni pomér
mezi C:N nejCastéji povazovan pomér 10:1, pro C:P pak 100:1. V ptd¢ je pak pomér mezi
C:N volen 60:1 a C:P = 800:1. Studii, které se zabyvaji problémem obohaceni
kontaminovaného prostfedi zivinami nebo riznymi lipofilnimi ,,fertilizatory* je celd fada.
Vysledky vSech praci jednoznaéné hovofti pro nutnost ptidani téchto zivin do prostredi, nebot’
jen touto cestou je mozné dosdhnout vyrazného zrychleni biodegradacniho procesu.
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Dalsim dilezitym faktorem, ktery ovliviiuje rychlost biodegradace ropnych uhlovodikii
je kyslik. Ropné uhlovodiky mohou byt degradovany rovnéz anaerobné, ale pouze za
pfedpokladu, Ze nitrdt nebo sulfat slouzi jako akceptor elektront. V kazdém ptipad¢ je
rychlost anaerobni degradace ropnych uhlovodikli podstatné niz§i v porovnani s aerobnim
procesem mikrobidlniho rozkladu. Teoreticky mtize byt 1 g kysliku zoxidovano 3,5 g surové
ropy, jestlize jsou mikroorganizmy vybaveny oxygenazdmi, které umoznuji pfimou oxidaci
uhlovodiki.

Biodegradace uhlovodiku

Biodegradace n-alkanii probihé nejcastéji monoterminalni oxidaci alifatického
fetézce za vzniku primérniho alkoholu, ktery je nasledné¢ preménovan na aldehyd a
monokarbonovou kyselinu.

RCH;— RCH;0H — RCHO — RCOOH

Vznikajici mastné kyselina je ddle oxidovana v procesu -oxidace, ktery vyzaduje
energii ve form& ATP a pfitomnost KoA. B-oxidace mlize probihat podle nasledujiciho
schematu :

CH;(CH),CH,CH,COOH —> CH;(CH,),CH=CHCOOH

!

CH;(CH;), CO CH, COOH —> CHj;3(CH;),CHOH CH, COOH

l

CH;3(CH,),COOH + CH;COOH

Tento zptisob oxidace n-alkant byl popsan napt. u Pseudomonas oleovorans. Aerobni
biodegradace n-oktanu byla popsdna Willsem a Stephensem (Universita Minnesota) a je
uvedena v databdzi degradaCnich drah http://www.labmed.umn.edu. Pseudomonas
oleovorans oxiduje n-oktan enzymem alkan 1-monooxygenazou na 1-oktanol. Tento
mikroorganizmus nese OCT-plazmid, ktery obsahuje dva operony, alkBFGHJKL a alkST.
Tyto operony koduji vSechny proteiny, které jsou nutné k degradaci n-oktanu.
Pfeména n-oktanu na 1-oktanol je katalyzovana skupinou proteinti ozna¢ovanych jako ,,alkan
hydroxyldzovy systém®. Tento systém obsahuje alkan monooxygendzu, rubredoxin a
rubredoxin reduktazu. Rubredoxin reduktdza pienasi elektrony z NADH na rubredoxin, ktery
prenasi pak elektrony na alkan 1-monooxygendzu, lokalizovanou v cytoplazmatické
membrané. Konec¢nym produktem drahy oxidace n-oktanolu je oktanoyl-KoA, ktery vstupuje
do beta-oxidacniho cyklu (viz vyse).

U jinych mikroorganizmi byla detekovana diterminalni oxidace alifatickych
uhlovodikti (Corynebacterium sp.).

CH;(CH,)nCH; — CH;3(CH,),COOH — HOOC (CH,),COOH

Mnohé mikroorganizmy vyuZzivaji jako sekundarni drdhu pro oxidaci n-alkanl tzv.
subterminalni oxidace. Vysledkem této oxidace je tvorba sekundarnich alkoholti a nésledné
ketont, které jsou substratem pro monooxygenazové reakce. Produktem je ester, ktery se
enzymaticky katalyzovanou hydrolyzou §tépi na alkohol a mastnou kyselinu. Dalsi degradace
téchto produktl je obdobna jako u produktli termindlni oxidace.
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CH3(CH2)HCH2CH3 = CH3 (CHz)n_lCO CHz CH3 = CH3(CH2)n_1COOCH2CH3

l +H,0
CH;3(CH3),.1COOH + HOCH,CHj;

Dlouh¢ fetézce n-alkani jsou asimilovany lépe nezli kratké fetézce. Bylo rovnéz
prokézano, ze fetézce krat$i nez n-nonan mohou byt mikrobidlné oxidovéany, ale obvykle
nejsou asimilovany. Zejména alkany C;o-C;g stimuluji rast mikroorganizmu. Alkany s velmi
kratkymi fetézci snizuji Zivotaschopnost degradujici populace, nebot' naruSuji strukturu
cytoplazmatické membrany bunék.

Vysoce rozvétvené izoprenoidni alkany, jako je napf. pristan (2,6,10,14-
tetrametylpentadekan) podléhaji vétSinou diterminalni oxidaci za tvorby dikarbonovych
kyselin. Oxidace pristanu byla popsdna napt. u Brevibacterium erythrogenes (Pirnik a kol.,
1974), Corynebacterium sp. (McKenna a Kallio,1971), Nocardia globerula 432 (Alvarez a
kol., 2001) aj. Aerobni biodegradace pristanu je vSak velmi pomald a byva inhibovana
terminalnim rozvétvenim uhlovodiku. Rovnéz cykloalkany jsou c¢asteéné odolné vuci
mikrobialnimu ataku. Casto viak mohou podléhat oxidaci za vzniku hydroxy- a ketoderivatt
nebo mohou byt dehydrogenovany :

-CH2CH2- —> -CH(OH)CH2- hydroxyderivat
-CH2CH2- — -COCH2- ketoderivat
-CH2CH2- —> -HC=CH- produkt dehydrogenace

Mikrobialni transformace alkenii a jinych sloucenin s dvojnou vazbou. N¢které
mikroorganizmy mohou za uritych podminek dehydrogenovat alkany na pozicich
vzdalenych od konce molekuly. V piidé byla pozorovana pfeména nasycené¢ho uhlovodiku
eikosanu CyoHy; na eikos-9-en . Podobné pii anaerobni degradaci n-heptanu vznikal
1-hepten.VSeobecné Ize tuto reakci uvadét jako :

RCH,CH;R” —™ RCH=CHR’
alkan alken

Neékteré slouceniny s dvojnou vazbou (podobné jako alkeny) mohou byt biologicky
transformovany na epoxidy:

(0]
VRN
RCH=CHR"— RCH - CHR’
alken epoxid

Zndmym piikladem takové pifemény je mikrobidlni transformace aldrinu na dieldrin a
heptachloru na heptachlorepoxid. Epoxidy pak dlouhodobé perzistuji v kontaminovaném
prostiedi.

Mikrobialni transformace alkynii a jinych latek s trojnou vazbou. Mikroorganizmy
vétSinou redukuji slouceniny s trojnou vazbou podle schematu :
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RC=CH — RCH=CH,

Bylo prokdzéno, ze bakterie produkujici nitrogenazu ( bakterie fixujici vzduSny dusik)
mohou redukovat acetylen na etylen.

Biodegradace aromatickych  uhlovodiki.  Aromatické slouceniny  jsou
termodynamicky velmi stabilni. Pfesto mohou podléhat biodegradaci. Jejich rozlozitelnost je
vSak Casto omezovana ruznymi substituenty, zejména chloraci a metylaci. Biodegradace
aromatickych uhlovodikii vyzaduje Casto ptitomnost dalsi lehce degradovatelné slouceniny,
popft. pfitomnost akceptora elektronti.

U  monocyklickych  uhlovodikli  doch4zi v pribéhu plsobeni nékterych
mikroorganizmu k redukci a snizeni poctu dvojnych vazeb benzenového jadra. Typickym
ptikladem je vznik cyklohexenu z benzenu. Za aerobnich podminek byl prokazan vznik
katecholu z benzenu. Primérnim enzymem v této reakci je benzen-1,2-dioxygenéaza. Tento
enzym dava vznik cis-dihydrobenzendiolu, ktery je dehydrogenovan na katechol. Enzym
katechol-2,3-dioxygenaza katalyzuje pak rozevieni benzenového kruhu za vzniku
semialdehydu kyseliny 2-hydroxymukonové. K rozstépeni benzenového jadra dochazi i
v pribéhu anaerobni degradace kyseliny benzoové fototrofni bakterii Rhodopseudomonas
palustris a dvéma denitrifikujicimi druhy Thauera aromatica a Azoarcus evansii.

Mnozstvi informaci existuje o drahdch, intermediatech a enzymech, které se podileji
na roz$tépeni monocyklické aromatické slouceniny.

Za aerobnich 1 anaerobnich podminek byla pozorovana rovnéz karboxylace
monocyklickych aromatickych uhlovodikt podle schematu :

ArH — ArCOOH

Lehké aromatické uhlovodiky se v pfirod¢ vétSinou rychle vypatuji a jejich degradace
muze probihat jen tehdy jsou-li v roztoku. Vedle intensivné studovanych katabolickych
procestt vedoucich k degradaci aromatickych sloucenin byl prokazdn i znacny podil
kometabolickych pfemén na jejich piirozené degradaci.

Kondenzované aromatické uhlovodiky (polyaromatické uhlovodiky, PAHs) jsou
velmi odolné k mikrobidlnimu ataku. Piesto mohou byt biologicky degradovany za vzniku
nejriiznéjsich produktd, jejichz chemické slozeni je odlisné nejen v zédvislosti na struktuie
substratu, ale 1 podle typu degradujiciho mikroorganizmu. Degradacni drahy celé tfady
polyaromatickych uhlovodikd byly jiz zmapovéany. Jako modelovy substrat pro studii
metabolizmu karcinogennich polyaromatickych uhlovodiki byl zvolen fenantren. Bylo
zjisténo, Ze tento tricyklicky aromaticky uhlovodik neni sice mutagenni ani karcinogenni, ale
piesto plsobi toxicky na celou fadu zivocichii. Fenantren maze byt degradovan nékterymi
pudnimi bakteriemi tzv. naftalenovou drahou na salicylat, ktery je dale metabolizovan tzv.
ftalatovou drahou. Byla rovnéz prokdzéna  jeho detoxikace nékterymi houbami
(Phanerochaete chrysosporium,).

Mikrobialni transformace karboxylovych kyselin a alkoholt

Rada herbicidd je tvofena aromatickymi kyselinami, které podléhaji mikrobialni
transformaci cestou jejich enzymatické dekarboxylace nebo redukce. V prostfedi se pak
hromadi jejich dekarboxylované produkty. Podobné¢ linearni mastné kyseliny mohou byt za
anaerobnich podminek redukovany na odpovidajici aldehydy ¢i alkoholy. Béhem oxidace
alkani, kdy vznikaji jak mastné kyseliny tak i alkoholy, mizeme za urcitych podminek
pozorovat vznik estera .
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Metylace a tvorba étert

Hydroxylové skupiny nékterych kontaminujicich latek (alifatickych i aromatickych)
mohou podléhat mikrobidlni O-metylaci za vzniku metoxyderivati. Tento typ reakce je Casty
pii kontaminaci prostiedi chlorovanymi fenoly. Metylovany produkt je oznaCovan jako
anisol. Konkrétni pozorovani byla provedena v pribéhu degradace 2,3,4,6-tetrachlorofenolu.
Jako produkt mikrobialni transformace byl detekovan 2,3,4,6-tetrachloroanizol.

V pudé kontaminované 2.4,6-trichlorofenolem vsak nebyl detekovan odpovidajici
anizol, ale 2.4,6-trichlorofenyletyléter. VétsSina étertt je odolnd k mikrobidlni degradaci.
Piesto bylo prokdzano, Ze nékteré étery mohou byt mikrobiologicky Stépeny. Jedna se
zejména o nekteré surfaktanty a polyetylenglykoly s éterickou vazbou.

Halogenované slouceniny

Halogenované alkany a alkeny mohou byt v anaerobnim prostiedi reduktivné
dehalogenovany. Anaerobni mikroorganizmy vétSinou nahrazuji atom halogenu atomem
vodiku a v pfipad¢ vysSiho stupné halogenace (napt. chlorace) miize proces dehalogenace
uhlovodiku probihat v n€kolika stupnich. Tento postupny proces dehalogenace si mizeme
znazornit na vysoce chlorovaném uhlovodiku- tetrachlormetanu :

CCl, — HCCl; — H,CClL
tetrachlormetan dichlormetan

Vznikajici dichlormetan je vysoce tckava sloucenina, kterd jako takovd ma Siroké
prumyslové vyuziti. Patii mezi potencidlni karcinogeny. Dichlormetan mtze byt vyuzivan
aerobnimi 1 anaerobnimi metylotrofnimi bakteriemi jako zdroj uhliku a energie
(Methylophilus sp., Pseudomonas sp., Hyphomicrobium sp., Methylobacterium sp.). Béhem
degradace dichlormetanu vznik4 formaldehyd a anorganicky chlorid. Primarnim enzymem
této pfemény je dichlormetandehalogenaza.

Nenasycené halogenované uhlovodiky (napf. tetra- a trichloretylen) jsou nejCastéji
Stépeny anaerobné¢ ( Dehalococcoides ethenogenes, Sporomusa ovata aj.).V pruabéhu
reduktivni dehalogenace tetrachloretylenu, oznacovaného primyslové jako perchloretylen,
(PCE), vznika potencialni karcinogen, vinylchlorid:

CLL,C=CCl, — HCIC=CH;
PCE vinylchlorid

Pro degradaci trichloretylenu byla popsdna rovnéz aerobni drdha jeho degradace
(Mythylosinus trichosporium, Burholderia cepacia, Pseudomonas putida). Jako primarni
enzymy této drahy vystupuji metanmooxygenaza, toluenmonooxygendza nebo toluen
diooxygenaza.

Reduktivni dehalogenace byla popsédna rovnéz pii transformaci DDT. Priméarnim
produktem této reduktivni dehalogenace je DDD, ktery mize byt detekovan
v kontaminovaném prostiedi.

ArCHAr —> ArCHAr

CCl; CHCl,

DDT DDD
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Neékteré halogenované slouCeniny podléhaji mikrobialni hydrolytické dehalogenaci,
béhem které je halogen v aromatické nebo jiné molekule nahrazen skupinou OH. Byly
popsany 1 dehalogenace substratti za soucasné¢ho odstranéni vodiku (dehydrodehalogenace).
Reakce tohoto typu probihaji nejc¢astéji v kontaminovanych ptidach a v odpadnich vodach.

dehydrodehalogenace
R,CHCCI; —> R,C=CCl,

V pribéhu mikrobidlni transformace halogenovanych sloucenin byly Casto detekovany
metyltioderivaty ptvodnich halogenovanych sloucenin nebo produkty migrace halogeni
v ptivodni halogenované sloucenin¢ .

Polychlorované bifenyly (PCBs)

Tyto latky jsou velmi perzistentni, mohou se akumulovat v pfirod€ a zdvazné ohroZovat
zdravi ¢lovéka i zvifat. Maji znacnou odolnost nejen k mikrobidlnimu ataku, ale i vii¢i teplu a
chemickému rozkladu. Jsou silné¢ hydrofébni a proto se akumuluji zejména v padeé a ve
vodnich sedimentech. PCBs jsou tvofeny smési sloucenin (kongeneri). Obsahuji bifenylové
jadro s riiznym stupném chlorace.V piirod¢ se nejcastéji akumuluji PCB se tfemi nebo vice
atomy chloru. Vyznamnou roli v degradaci bifenylu hraje enzym bifenyl 2,3-dioxygenaza,
ktera katalyzuje prvni stupen jeho degradace. Degradace bifenylu byla popsana u
Pseudomonas sp. LB400. Existuje celd fada praci, kterd prokazuje pfirozenou schopnost
bakterii degradovat PCBs. Nékteré experimenty prokazaly, ze pro ur€ité mikroorganizmy je
bifenyl nebo monochlorbifenyl ristovym substratem. Presto tyto mikroorganizmy rostou
Iépe na béznych zdrojich uhliku, takze jakékoliv zneciSténi prostfedi organickou hmotou
nepiiznivé ovlivituje degradaci této chlorované slouceniny.

V sedimentech byla popsana rovné anaerobni degradace PCBs cestou tzv. reduktivni
dechlorace. Anaerobni dechlorace byla uskute¢fiovana metanogennim konzorciem.

Na zakladé ¢etnych pozorovani a netspésnych pokusti o degradaci PCBs byly identifikovany
primarni faktory ovliviujici degradaci téchto latek v prostiedi. Jsou to :

» Stupen chlorace — v§eobecné PCBs s 5 a vice atomy chloru jsou odolngjsi, nezli
nizsi kongenery.

» Rozpustnost a biologicka dosazitelnost. Tento problém byva sana¢né fesen vyuzitim
bioreaktort. Problém dosazitelnosti miize umocnovat kontaminace ropou nebo
jinymi organickymi polutanty.

» Neschopnost bakterii vyuzivat PCBs (s vyjimkou monochlorbifenylu) jako ristové
substraty.

» Teplota a vlhkost prostiedi.

BIOREMEDIACE TEZKYCH KOVU

Neuplny d-orbital tézkych kovli umoziiuje tvorbu komplexnich sloucenin, které
mohou nebo nemusi byt redoxné aktivni. Tézké kovy mohou uvnitt bun¢k vSech organizmi
tvofit nespecifické slouceniny, které mohou vyznamné ovlivilovat jejich metabolizmus. Je
tedy nutné ucinné odstranovat t¢zké kovy z prostedi pro ochranu vSech zZivych organizm.
Tézké kovy nejsou biodegradovatelné a stavaji se perzistentni slozkou zejména plidniho
prostiedi. Tézké kovy lze vSak ucinné odstrafiovat zvodniho prostfedi, predevSim
z odpadnich primyslovych vod. Nejcastéji se pouzivaji konvencni metody, mezi které patii
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napi. precipitace, chemicka oxidace, chemicka redukce, filtrace, elektrochemické cisténi,
odparovani a adsorpce (adsorpce na aktivni uhli, raselinu, zeolit, jil apod.) .Tyto metody maji
1 nevyhody, nebot’ v pfipadech, kdy kovy jsou v roztoku v koncentraci 1-100 mg/l, mize
dochazet k neuplnému odstranéni kovi. Metody jsou Casto energeticky naro¢né a v nékterych
ptfipadech vznika toxicky kal, se kterym je nutné nakladat jako s nebezpecnym odpadem.
Moznosti biologického odstraiiovani tézkych kova byly poprvé prokazany na raseliné. Velké
nadéje byly rovnéz vkladdny do ucéinné fytoremediace, tedy do vyuziti vys$Sich rostlin
v procesu bioremediace. Kapacity fytoremediacnich metod se vSak ukazaly jako
nedostate¢né. V té dob¢ vznikla mySlenka odstrafiovat tézké kovy s vyuzitim mikrobialnich
bunék.

Bioakumulace a biosorpce

Projekt odstranovani tézkych kovli s vyuzitim mikroorganizml se soustfedil na studium
rezistence mikroorganizmi k té¢Zkym koviim (pfirozené i indukované). Na zakladé vyzkumu
bylo prokéazano, ze zivé rezistentni mikroorganizmy mohou aktivné akumulovat tézké kovy a
tento proces byl oznaCen jako bioakumulace. Jednd se o proces, ktery je zavisly na
metabolické aktivité bun€k schopnych piezivat v prostfedi s vysokou koncentraci kovli nebo
akumulovat vysoké koncentrace kovu, aniz by byla ovlivnéna jejich Zivotaschopnost.

Tabulka 7. Ptiklady akumulace nékterych tézkych kovil (podle Gadd, 1992)

Mikroorganizmus Prvek Procento susiny
Zoogloea sp. Co 25
Ni 13
Citrobacter sp Cd 170
U 900
Bacillus sp. Cu 15
Zn 14
Chlorella vulgaris Au 10
Rhizopus arrhizus Pb 10
Ag 5,4
Hg 5,8
Aspergillus niger Th 19

Predikce efektivity bioakumulace po aplikaci zivych mikroorganizmi napf.
do pfirozeného vodniho prostfedi s velmi odliSnymi fyzikalné-chemickymi parametry byla
vSak casto velmi obtiznd. Z tohoto divodu se vyzkum zaméfil na mikroorganizmy, které
mohly odstranit kovy z prostiedi bez vyuzivani specialnich metabolickych procest . VétSinou
byly testovany vnéjsi slozky buné€k, které nejsou zavislé na jejich metabolické aktivité a maji
znamé chemické slozeni. Takovou znamou strukturou mikrobialni buiiky je jeji vnéjsi obal,
tedy bunécnd sténa. Pro tzv. pasivni fyzikdlné-chemickou sorpci raznych kovl a jejich
iontovych forem na zvlastni ,,aktivni mista“ specifickych molekularnich struktur bunééné
stény byl zvolen termin bioadsorpce nebo jednoduse biosorpce. Od roku 1986 je biosorpce
povazovana za jednu znovych technologii pro odstrafiovani tézkych kovl
z kontaminovaného prostiedi. Procesy biosorpce jsou studovany z hlediska:

a) vyzkumu sorpcniho potencialu ptirozené se vyskytujici biomasy,
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b) uméle navozené zmény biosorbentl ziskanych z ptirozenych materiald,

¢) vysvétleni mechanizmti biosorpce tézkych kovii,

d) porovnani t¢innosti biosorpce s adsorpci uskutectiovanou na iontomeénicich,
€) moznosti komercniho vyuziti sorpéniho potencialu biomasy.

Biosorpcni metody jsou nejcastéji vyuzivany k €isténi kontaminovanych vod s nizkou
koncentraci kovu, kdy se nevyplaci vyuziti selektivnich sorbent pro nahromadéni nékterého
kovu ¢i pro jeho izolaci ze smési kovi. Proces biosorpce byl studovan u fady
mikroorganizmil. Nejvhodnéj$im sorpénim materidlem je biomasa hub a kvasinek. Vyborné
biosorpéni  vlastnosti vykazuji rody Rhizopus, Aspergillus, Streptoverticilium a
Saccharomyces. Mezi bakteriemi vykazuje vysoky sorpéni potenciadl Bacillus sp., ktery je
soucasti fady komercnich biosorp¢nich preparati. Existuji také studie biosorpce kovi
zastupci rodu Pseudomonas, Zoogloea a Streptomyces. Mezi velmi dobré kandidaty pro
vyuziti k biosorpci patii i motské fotoautotrofni mikroorganizmy jejichz sorpéni aktivita je
srovnatelnd se zelenymi fasami rodu Chlorella.

Biosorpcni izoterma

Uginnost vazby kovu na biomasu lze stanovit vypoétem z experimentalni biosorpéni
izotermy. Jedna se o jednoduchou metodu provadénou v Erlenmeyerovych baiikéch o objemu
250 ml se zndmym objemem vody (V ) kontaminované znamou koncentraci kovu (Ci). Do
tohoto systému je pridana biomasa (M) a vzorky jsou umistény na tfepacku a tiepany po
dobu, kterd je nutna k dosazeni sorp¢ni rovnovahy. Obsah kazdého vzorku je filtrovan a
filtrdt je analyzovan na konecnou/zbytkovou/rovnovaznou koncentraci kovu (Cf).
Z dosazenych hodnot je vypoctena schopnost biomasy vazat kov (U). Hodnota U je
vyjadiena v miligramech vyvazaného kovu jednim gramem biomasy. Vypocet se provadi ze
vztahu :

U=V (Ci-CH /M

Konecna hodnota Cf je zavisla na objemu biomasy, ktera byla aplikovana na pocatku.
Zménami M ziskame hodnoty U, které vynasime proti Cf a ziskdme biosorpcni izotermu.
Maximalni hodnota U je dilezita pro charakteristiku daného sorbentu. Strmost kiivky
vypovida o afinité¢ kovu k pouzité biomase. Biosorpcni izoterma reprezentuje dynamicky
proces, ktery vyzaduje urcity ¢as pro dosazeni rovnovahy mezi sorbovanym kovem a kovem
rozpuSténym v roztoku. V tomto procesu nehraje pocateni koncentrace kovu vyznamnou
roli. Vyznamna je ale hodnota kone¢né nebo zbytkové koncentrace.

napt.Langmuirdv model, zaloZzeny na piedpokladu, ze pii nasyceni povrchu adsorbentu
nedochdzi k zddné migraci adsorbovanych molekul a energie adsorpce je konstantni.

Mechanizmus biosorpce

Biosorpce tézkych kovi je velice rychly proces, ktery neni ovliviitovan metabolickymi
inhibitory. Jedna se spiSe o pasivni proces nez o proces stimulovany energeticky. Biosorpce
kovili se uskuteciiuje hlavné komplexaci povrchovych struktur bunky, iontovou vyménou
nebo mikroprecipitaci.

O vytvafenych komplexech a mechanizmech jejich vzniku existuje jen velmi malo
informaci. Né&které techniky byly vyuZity pouze pro zjisténi umisténi tézkych kovi
v mikrobialni buiice (napf. infracervena spektroskopie, EDAX, elektronova mikroskopie).
Relativné nova technika ESCA (X-paprskova fotoelektronova spektroskopie) umoziuje
stanoveni vazebné energie elektronii v atomech ¢i molekulach, ktera je zavisla na distribuci
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valen¢nich zmén a déva tedy informaci o oxidovaném stavu atomu.V soucasnosti jsou pro
odvozeni mechanizma biosorpce vyuzivany rtizné chemické modifikace funkcnich skupin
bunécné stény.

Mezi kovem a reaktivnimi skupinami bunécné stény se uskuteciiuji stechiometrické
interakce. Bunécna sténa vystupuje jako komplexni iontoméni¢. Vzhledem k tomu, Ze se
slozeni bunécné stény u riznych skupin mikroorganizmu lisi, mizeme pozorovat i vyznamné
rozdily v typu a objemu navazanych kovovych ionti. Bunécné sténa bakterii a cyanobakterii
jsou v podstaté tvoreny peptidoglykany. Pii studiu biosorp¢ni kapacity kadmia u Gram-
positivnich a Gram-negativnich bakterii izolovanych z aktivniho kalu bylo zjisténo, ze Gram-
pozitivni bakterie maji pro kadmium vysSi biosorpcni kapacitu. Je tedy zifejmé, Ze
glykoproteidy u téchto G+ bakterii tvoii vice potencidlnich vazebnych mist pro Cd
v porovnani s fosfolipidy a lipopolysacharidy G- bakterii aktivniho kalu. Pfi vazbé kovii
buitkami Bacillus subtilis se uplatiiuje zejména teikoova kaselina. Pfi studiu vazby kovil
s vyuzitim bun¢k Bacillus licheniformis bylo prokézano, ze primarnim mistem vazby kovi je
nejen kyselina teikoova, ale i1 teikuronova. Fosforylované skupiny lipopolysacharidii a
fosfolipidii jsou vazebnymi misty pro kationy kovi na povrchu Escherichia coli K12.U
bun¢k Citrobacter sp. byl popsan zcela neobvykly mechanizmus adsorpce kovu. Citrobacter
sp. mize odstranit z roztoku U, Cd, Cu a Pb po ptidavku glycerol-2-fosfatu.. Mechanizmus
adsorpce kovl je vyvolan enzymatickym Stépenim glycerol-2-fosfatu fosfatdzou, coz je
doprovazeno uvolnénim HPO,” a naslednou precipitaci kovu na povrchu buiiky ve formé
nerozpustné¢ho fosfatu kovu ( napt. CdHPO,). Tento proces mize byt dobte aplikovatelny
v praxi pro Cisténi odpadnich vod s vy$sim obsahem organickych fosfatt.

Dostupnost, pohyblivost a vazbu kovli ovliviiuji fyzikalné-chemické faktory. Vazebna
mista a ziskani kovu z roztoku ovliviiuje hodnota pH prostfedi. Pfi nizkych hodnotach pH
jsou mista na bunéném povrchu tésné vazany s H+ ionty a jsou tak nedostupné pro jiné
kationy v roztoku. Vzristajici hodnota pH roztoku je doprovdzena vzlstem ligandi
s negativnim nabojem, coZ umoziuje vazbu jinych kationil. Jako ptiklad si mizeme uvést
sorpci uranu buiikami aktinomycet, kterd je nejvyssi v prostfedi s hodnotou pH kolem 6.
Rovnéz Chlorella vulgaris vykazuje znacnou zéavislost sorpce olova na hodnoté pH
kontaminovaného roztoku. Maximalni rychlost adsorpce olova (15,4 mg/mg/min) se
uskuteciiuje v roztoku o hodnoté pH=5. Pfi pH= 2 rychlost adsorpce prudce klesa na hodnotu
1,2 mg/mg/min. VSeobecné Ize shrnout, ze proces biosorpce kovi obvykle vzristd mezi
hodnotami pH = 4 — 8 a je limitovan volbou biomasy a kovem. V nékterych ptipadech
vysoké hodnoty pH vedou k precipitaci kovu a k omezeni procesu biosorpce.
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Tabulka 8. Biosorpce kovil nékterymi heterotrofy (houby, kvasinky a bakterie)
(podle Singh a Stapleton, 2003)

Organizmus Sorbovany kov Adsorpce (mg/g)
Rhizopus arrhizus Ag, Cd, Cr, Cu 54, 30, 31, 16
Hg, Mn, Pb, Zn 54,12,91, 20
Au, Ni, U, Th 164,18, 220,160
Saccharomyces cerevisiae  Ag, Co,Cu, U 4.7, 4,7 17-40, 24
Zn, Th 14-40, 70
Aspergillus niger Au, Cu, U 176, 1,7, 12
Penicillium
chrysogenum Cd, Cr, Cu, Pb 56, 0,33,9, 122
Zn,Hg, U 6,5, 20, 25
Candida tropicalis Cd, Cr, Cu, Ni, Zn 60, 4,6, 80, 20, 30
30
Bacillus subtilis Au, Fe, Mn, Ni 79,201, 44, 6
Cd, Cu, Pb, Zn 101, 152, 601, 137
Citrobacter sp. Pb, U 4000, 8000
Bacillus licheniformis Au, Cu, Fe, Mn, Ni 59, 32, 45, 38, 29

Podobné teplota ovliviiuje fadu faktord, které reguluji biosorpci kovi. Nejcastéji
ovliviluje stabilitu kovu v roztoku, konfiguraci bunééné stény, stabilitu komplexu builka —
kov apod. Existuji vSak studie, které prokazaly, ze biosorpce nékterych kovii ( napt. uranu a
médi) neni vyrazné teplotné zavisla a uskutecniuje se v Sirokém teplotnim rozmezi.

Na vzrtstu biosorpce kovii se podili 1 koncentrace kovu v prostiedi. Studium adsorpce
uranu bunikami Actinomyces levoris a Streptomyces viridochromogenes prokdzaly linearni
vzrust adsorpce kovu az do koncentrace 8 ppm. Pti vysSich koncentracich byl jiz zaznamenéan
slaby pokles biosorpce kovu. K podobnym zavérim dospély studie biosorpce Cd, Cu a Co na
bunky Saccharomyces cerevisiae.

Biosorpce je vSeobecné ukoncena béhem prvnich péti minut, které uplynuly od
prvniho kontaktu biomasy s kontaminovanym roztokem. Po této dob¢ je dosazeno rovnovahy
mezi sorbovanym kovem na biomasu a zbytkovou koncentraci kovu v roztoku. Rychlost
procesu sveéd¢i spiSe o pasivnim mechanizmu biosorpce, nezli o metabolicky aktivnim
procesu. K podobnému zavéru dospély studie biosorpce uranu buitkami Chlorella regularis,
biosorpce medi buitkami Zoogloea ramigera ¢i biosorpce olova bunkami Chlorella vulgaris.

Rozhodujicim faktorem v procesu biosorpce je i povaha samotné biomasy. Bylo
prokazano, ze vseobecné vysokd koncentrace biomasy odstrafnuje velice dobie kov z roztoku,
ale hmotnost kovu vztazena na miligram suché hmotnosti biomasy je pomérné nizka. Byla
vyslovena domnénka, Ze zdvislost biosorpce na hustot¢ bunék mize byt dana
elektrostatickymi interakcemi mezi navdzanymi kationy pifi malé vzdalenosti mezi buitkami
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v husté suspenzi. Vysoka koncentrace biomasy vede Casto k tvorbé velkych agregatt, které
narusuji vytvaienou rovnovahu mezi kovem a povrchem bunky. Co se tyka stari pouzité
biomasy, jsou vysledky pozorovani velmi rozporuplné. Casto nebyla prokdzana Zadna
souvislost mezi stafim bunck a jejich sorpcni kapacitou.

V praxi je samoziejmé, Ze kontaminované piirodni a odpadni vody neobsahuji pouze
kontaminujici kov, ale celou fadu jinych iontt, které mohou ovliviiovat proces biosorpce
kovu naseho zajmu a soutéZzit o vazebna mista na povrchu mikrobialni buiiky.

V tad¢ experimentl bylo prokézano, ze modifikace bunééného povrchu mize vyrazné
ovlivnit vazbu kovovych iontii. Tyto modifikace mohou byt vyvoldny plisobenim riznych
vnéjSich faktorGi jednak béhem rlstu a nahromadéni biomasy, jednak jejich piimym
pusobenim na ptipravenou biomasu. Chemicky Ize nahromadénou biomasu modifikovat napf.
promyvanim detergenty, zesitovanim organickymi fedidly nebo piisobenim kyselin ¢i louhi.
Pfipravenad biomasa byva casto plsobenim nckterych vnéjSich faktori usmrcena, avSak
v mnoha experimentech bylo potvrzeno, Ze usmrcené buiiky streptomycet, fas a bakterii
vykazuji Casto vyssi sorp¢ni kapacitu v porovnani s zivymi bunikami.

Béhem kontinualnich primyslovych procesti mize byt k odstranéni kovii z odpadnich
vod vyuzita technika imobilizace Zivych ¢i mrtvych bun¢k do matric (napf.nerozpustny Ca-
alginat, polyakrylamid aj.).Tyto sorpcni systémy jsou velmi stabilni a dovoluji dlouhodobé
vyuzivani nahromadéné biomasy. Nékteré imobilizované preparaty pro sorpci tézkych kovi
jsou vyrabény primyslové.

V poslednich letech je vénovana pozornost moznosti vyuZiti mikrobialnich biofilmi
k primyslovému odstraiiovani tézkych kovli z odpadnich vod. Matrice je nejCastéji tvoiena
pevnou slozkou ( napf, dfevénymi hoblinami, jilem, piskem nebo Stérkem) a poréznim
materidlem ( napf.molitanem ¢i jinou houbovitou hmotou). Pro tvorbu biofilmu bunék
Alcaligenes eutrophus byla vyvinuta ploSnd membrana tvofend ZrO; a polysulfonem. Takto
imobilizované bunky A. eutrophus mohou vyvolavat precipitaci kovli ve specialnim reaktoru.
Testy reaktoru prokazaly vysokou t¢innost pfi odstraiiovani Cd, Zn, Ni, Cu a Co z odpadnich
vod kontaminovanych kovy.

Pti vyvoji biosorbentil se klade dliraz nejen na jejich ucinnost sorpce kovt, ale i na
moznost jejich regenerace a uvolnéni sorbovaného kovu. Existuje cela fada metod eluce kovl
s ohledem na vazany prvek a mechanizmus jeho vazby. Pfi reverzibilni sorpci se casto
vyuzivaji jednoduché nedestruktivni fyzikalni a chemické faktory, které umozinuji regeneraci
biomasy a uvolnéni kovu. Biomasa je pak opakované vyuzivana v biosorp¢nich- desorpénich
cyklech s ohledem na jeji sorp¢ni kapacitu. Intracelularni akumulace je Casto ireverzibilni a k
uvolnéni kovu se vyuziva drastickych metod jako je zpopelnéni nebo rozpusténi v kyseliné ¢i
louhu.

Zavérem lze fici, ze biosorpce je ekonomicky pfijatelnd a technicky uc€inna
technologie odstraiiovani ¢i ziskavani kovi z kontaminovaného vodniho prostredi.

BIOTRANSFORMACE NEKTERYCH TEZKYCH KOVU

Rtut’. Rtut’ patii mezi vysoce toxické tézké kovy. Do organizmu se dostava pies
respiracni a travici trakt nebo piimo pifes kizi a vede k otravam. Pro Zivotni prostfedi je
biotransformace rtuti obzvlasté nebezpecni. Mikroorganizmy z rtiznych taxonomickych
skupin mohou redukovat divalentni rtut Hg(Il) na kovovou rtut Hg(0). Prostiedi
kontaminované¢ rtuti vétSinou mikrobialni  reducenty stimuluje. Adaptace téchto
mikroorganizmii probiha 6-24 h. V prostiedi pak vzristd pocet Hg-rezistentnich
mikroorganizmli . Soucasn¢ se zvysSuje rychlost redukce, na které¢ se podili NADPH-
dependentni Hg(I) reduktaza. Redukce Hg(II) miize byt do znacné miry sniZena vazbou na
castice v sedimentech. Bylo prokazano, ze celd tada anaerobnich mikroorganizmu
osidlujicich sedimenty a piidy mlize metylovat rtut’. Vznikajici mono- a dimetylrtut’ je vysoce
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toxickd. Rtut’ mize byt metylovana i pfirozenou mikroflérou zaber a sttevniho traktu ryb a
nasledné¢ akumulovana ve form¢é metylrtuti v jejich tukové tkani. UV-zdfeni umoziuje
abiotickou metylaci rtuti. Rtut’ ve form¢ organickych sloucenin je vyuzivana jako velmi
ucinny pesticid.

Olovo. Ne¢kteti zéastupci rodt Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium a
Aeromonas mohou v sedimentech transformovat trimetylolovoacetat na tetrametylolovo.

Chrom. Tento kov velmi ¢asto zneciStuje odpadni vodu z chladicich vézi elektraren a
dostava se nejen do povrchovych vod a pidy, ale i do spodnich vod. Hlavnim cilem
remediace pudy a vody je sniZzeni koncentrace vysoce toxického a mobilniho Cr(VI) jeho
preménou na méné toxicky a méné¢ mobilni Cr(III). Redukce chromu vede k precipitaci kovu
a ke snizeni pravdépodobnosti jeho transportu do vzdalenych lokalit. Mezi mikroorganizmy,
které redukuji Cr(VI) patfi napi. nékteti zastupci rodu Pseudomonas ( Pseudomonas
dechromaticans, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas chromatophila, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas putida a dal$i druhy), rodu Bacillus ( Bacillus cereus, Bacillus
subtilis), rodu Corynebacterium, Enterobacter, Escherichia, Micrococcus, Vibrio a dalsi.
Tyto mikroorganizmy vétSinou prokazuji vysoky stupen tolerance k Cr(VI). Redukce Cr(VI)
byla pozorovana za aerobnich i anaerobnich podminek. Za optimalnich podminek mohou
mikroorganizmy redukovat vice nez 99% Cr(VI).

Selen. Toxické koncentrace selenu v prostiedi byvaji Castou pfi¢inou thynu ptak.
Selen se nejéast&ji vyskytuje v prostiedi ve formé Se(VI) nebo Se(IV).Cetné mikroorganizmy
(napt. zastupci rodid Pseudomonas, Flavobacterium a Clostridium ) maji schopnost
transformovat anionty selenu na Se(0). Tento elementarni selen je nerozpustny ve vod¢ a
muze byt zejména z vodniho prostiedi velmi dobie odstranén. Bylo prokazano, ze
transformace selendtu miize byt inhibovana v pfitomnosti nitratti. Proto v nékterych téchto
systémech byly k transformaci selenatu vyuzity Se(VI) redukujici mikroorganizmy spole¢né
s denitrifika¢nimi bakteriemi nebo byla vytvorena spolecenstva ,,algae-bacterium®.

V posledni dobé byla popsana rovnéz metylace selendtu a selenitu u bakterii a fas.
Metylovany selen (CH3;SeCH3) je silné tékavy a mize se dostavat do ovzdusi. Na zékladé
mikrobidlni metylace selenu byla vypracovana nova technologie vysoce ucinného
odstraniovani selenu z piud.

Uran. Mikrobialni redukce uranu je dilezitym procesem v celkovém kolobéhu tohoto
prvku  vpfirodé a muze byt vyuzita vtechnologiich pro odstranovani uranu
z kontaminovaného prostiedi. Podstatou téchto technologii je redukce rozpustného U(VI) na
nerozpustny U(IV). V téchto technologiich byva vyuzivano napt. Desulfovibrio desulfuricans
a zastupci rodu Clostridium. Z kontaminované pudy byvd uran nejprve extrahovan
bikarbonatem a U(VI) v extraktu je nasledné redukovan vhodnym mikroorganizmem.

Vyznamné postaveni v bioremediac¢nich technologiich tohoto kovu ma rovnéz
biosorpce. V téchto technologiich se vyuzivaji mikroorganizmy, které jsou fixovany na rizné
pevné nosice. Mezi Casto technologicky vyuzivané mikroorganizmy patii houba Rhizopus
arrhizus, kterd je prfevedena do globularni formy nebo builkky rodu Pseudomonas
imobilizované v polyakryalmidovém gélu.

Arzen. Tento prvek mize byt jak oxidovan, tak i redukovan a metylovan. Miize byt 1
precipitovan jako vysledek mikrobialni redukce sulfatu. Metylace arzenu je nezadouci, nebot’
metylovany arzen je vysoce toxicky. As(III) mize byt mikrobiologicky oxidovan na As(V).
As(V) muze byt precipitovan vreakci s feritovymi ionty. S mikrobidlni aktivitou
Desulfotomaculum  auripigmentum souvisi rovnéZz tvorba As;S;, ktery vytvari
v kontaminovaném prostiedi precipitat.

Zelezo. Tento prvek bézné podléha mikrobialni transformaci.Oxidace Zeleza je jednou
z nejcastéji pozorovanych transformaci uskute¢fiovanou zastupci rodu Thiobacillus a
Sulfolobus. Soucasn¢ s mikrobidlni transformaci Zeleza dochazi v prostfedi bohatém na
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sulfidy k silnému okyselovani prostiedi v disledku produkce kyseliny sirové. Toto okyseleni
vede k rozpousténi Cetnych jinych rizikovych prvka, napt. Cd, Hg, Ni, Pb, Se, Ag a Al
Enzymatické aktivity T.thiooxidans a T.ferrooxidans bylo vyuzito ktzv. biologickému
louzeni kovovych prvkl z kontaminovaného odpadu.

Tyto a jim metabolicky podobné mikroorganizmy mohou za urcitych podminek
uskutecnovat rovnéz redukci zeleza.Vysoka aktivita Fe(Ill) reduktazy byla prokézéana u fady
pudnich mikroorganizmi. Redukce Fe(Ill) probihd rovnéz v motskych sedimentech v
hloubce 6-7 km a byla detekovana pfti Gsti fek, v sedimentech s vysokym podilem organické
hmoty.

Rizika plynouci z biotransformace kovu

Na rozdil od biodegradace organickych sloucenin, kdy dochazi ke S§tépeni molekul,
nejsou kovy a metaloidy v mikrobidlnich procesech Stépeny. Mohou vSak byt
mikrobiologicky modifikovany, imobilizovany nebo detoxikovany, takze i transformaci kovi
lze povazovat za urCity typ bioremedi¢niho procesu. V soucasné¢ dob¢ je znacny zdjem
vénovan podminkdm metylace, nebot’ touto cestou, zcela v rozporu s cili bioremedia¢nich
technologii, vzrista toxicita celé fady kovll. Metylované formy rtuti, olova, arsenu a teluru
metylované formy rtuti se akumuluji v organizmu ¢lovéka a zvifat a vedou k vaznému
poskozeni jejich zdravi. Mimo to fada kovovych prvkd musi byt pfed vlastni metylaci
redukovana a cCetné redukované formy kova jsou siln¢ tékavé. Dlouhodoba pozorovani
potvrdila, Ze napt. mikrobidlni redukce rtuti Hg(Il) poskytuje nejvétsi mnozstvi Hg(0)
v atmosféte (reduktivni draha rtuti byla prokdzéana napt. u Geobacter metallireducens ).Mezi
Casto se vyskytujicimi tézkymi kovy maji zvlastni postaveni Cd, Zn, Sn a Ge, které nejsou
biologicky metylovatelné, nebot’ jejich redukované intermedidty jsou znacné¢ nestabilni.

Vzhledem k ¢etnym rizikim, ktera vyplyvaji z nezddoucich transformacnich premén
kovovych prvki, je k vypracovani bioremedi¢nich technologii nutny vysoce odpovédny
pfistup podepfeny laboratornimi a poloprovoznimi testy. VéEtSina téchto sanacnich
technologii je navrhovana pro konkrétni lokalitu se zcela definovanym zneciSténim.
Opomenuti nékterych faktorii ovliviiujicich pribéh téchto sanaci mize vést ke zvyseni rizika
dlouhodobého ohrozZeni zdravi ¢lovéka a zvirat

Co se tyka strategie postupného snizovani emisi rtuti a jejich sloucenin byla na urovni
OSN povéfena analyzou rizik organizace UNEP Chemicals. Tato organizace vydala
v prosinci 2002 obsahlou studii ,, Global Merkury Assessment, ve které podrobné analyzuje
soucasné zdroje a formy zneciStovani a rizik, jez tento kov v lidském organizmu znamena.
Studie byla projednana na 22. zasedani Ridici rady UNEP v tinoru 2003 a vedla k ,,Merkury
Programme®, zavazujici signatafe, véetné Ceské republiky, k pfehodnoceni vsech
pramyslovych i ostatnich aktivit, jejichz disledkem emise rtuti a jejich sloucenin vznikaji.
V roce 2005 byly stanoveny dalsi rdmcové kroky ve snizovani ohrozeni rizika rtuti, napf.
pomoc v feSeni této problematiky v rozvojovych zemich a zdkaz vyvozu prebytecné rtuti
z EU s terminem r. 2011.

PRISTUPY K SANACI ZNECISTENEHO PROSTREDI A VYMEZENI
NEKTERYCH POJMU

Vybrané skupiny kontaminantt

Nejrozsitenéjsi kontaminanty je mozné rozd¢lit podle plivodu a fyzikalné chemickych
vlastnosti do skupin :
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1.0rganické tékavé latky (TOL)
benzen, toluen, etylbenzen, xylen (BTEX)
ostatni té¢kavé ropné uhlovodiky
niz§i alkany a alkeny ( cca do 11 uhliki)
chlorované¢ alifatické uhlovodiky ( napf.dichloretan,dichloretylen,trichloretylen)
2.0rganickeé latky obtizné tékavé
polyaromatické uhlovodiky (PAU) mimo naftalen
ostatni ropné uhlovodiky (prakticky motorova nafta a topné oleje)
polychlorované bifenyly (PCB)
fenoly
3.Anorganické latky
kyanidy
amoniak
tézké kovy

Vlastnosti vybranych kontaminant

Vlastnosti a chovani organickych tékavych latek (TOL)

Pro organické t€kavé latky (TOL) plati, Ze maji vysoky parcidlni tlak par.Snadny
piechod téchto sloucenin z vodné faze do faze plynné charakterizuje hodnota Henryho
konstanty. Tato konstanta vyjadiuje pomér mezi parcidlnim tlakem par latky a aktudlni
koncentraci rozpusténé latky ve vod€. Tento pomér byva také oznaCovan jako rozd€lovaci
koeficient vzduch-voda. Cim je konstanta pii urité teplotd vyssi, tim vétsi je tendence
sloucCeniny piechazet z kapalné faze (zroztoku) do faze plynné. V praxi to znamend, ze
kontaminat s vysokou hodnotou Henryho konstanty a soucasné i s vysokou tenzi par miize
byt dobfe stripovatelny a ventovatelny z prostedi. Dulezitym kriteriem pro volbu technologie
sanace prostfedi kontaminovaného TOL je vSak vedle téchto parametrii i okolnost, zda se
jedna o latky halogenované ¢i nehalogenované, nebot’ halogenované té¢kavé uhlovodiky jsou
obecné biologicky htife rozlozitelné nez stejné slouceniny nehalogenované. Z tohoto diivodu
byvaji k sanaci této kontaminace voleny spiSe metody fyzikalni. Pti volbé fyzikalnich metod
sanace prostitedi kontaminovaného halogenovanymi slouceninami je vSak ndasledné
vyzadovana slozit4 a finan¢n€ naro¢na uprava vznikajicich emisi.

Mezi nejbéznéjsi tékavé organické polutanty nalezeji aromatické uhlovodiky a
chlorovana rozpoustédla (TCE, PCE). Ze skupin latek sem nalezi benzinova frakce a skupina
furant ( bod varu 31°C). Z polyaromatickych uhlovodiki do této skupiny fadime naftalen.

V Tabulce 8 jsou uvedeny zdkladni charakteristiky vybranych organickych latek,
podle kterych 1ze volit technologii sana¢niho zdsahu. Hodnoty Henryho konstanty a tlak par
plati pro 25°C.

Tekavé organické polutanty (TOL) se mohou vyskytovat v kontaminovaném prostredi
ve Ctyfech fazich. Plynna faze kontaminantu je pfitomna ve formé¢ vypar v nesaturované
zon¢, pevna faze je tvorena kontaminatem, ktery je sorbovdn na zeminové Castice jak
v nesaturované, tak i v saturované zon¢. Vodnou fazi tvoii kontaminant rozpustény v poroveé
vodé, a to jak v nesaturované, tak i v saturované zon€. Velmi Casto je kapalny kontaminant
ve volné fazi. NejCasteji je v této fazi pritomen v nesaturované zoné, ale mize se vyskytovat
1 na hladin¢ podzemni vody nebo, pokud ma vyssi specifickou hmotnost nez voda, i pod
hladinou spodni vody. Neni vyjimkou, Ze se tyto ropné kontaminanty pfi masivnim uniku a
piekroceni své koncentrace nad mez rozpustnosti mohou akumulovat na nepropustném
podlozi, zasakovat do jeho puklin a $ifit se u¢inkem gravitace po pfipadné uklonéném
podlozi bez ohledu na hydraulicky sklon podzemni vody. Tyto ropné kontaminanty
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predstavuji tak druhotny a velmi téZce detekovatelny zdroj kontaminace spodni vody, nebot’
v procesu reverzibilniho obnovovani rovnovahy mezi vyloucenou fazi a znecisténou vodou se
v dusledku jejiho proudéni znovu rozpousteji. Z tohoto diivodu jsou tyto ropné uhlovodiky
Mimo to, t€kavé organické uhlovodiky mohou podle aktudlniho barometrického tlaku a
teploty v podzemi ptechazet zcela nekontrolovatelné z vodné faze do plynné a naopak.

Tabulka 8  Zakladni charakteristika nékterych organickych polutant (podie Montgomery, 1991)

Polutant Hustota Bod varu Rozpustnost tlak par Henryho konstanta
°C) ve vodé (mm Hg) pri 25°C
(mg/l) (atm:m*/mol)
Benzen 0,877 80,1 1780 76 5,48.107
Toluen 0,867 110,6 515 22 6,74.10°
o-xylen 0,88 144,4 152 6,6 5,35.107
n pentan 0,626 36,1 39,5 426 1,255
1,1-DCA 1,176 57,3 5500 234 5,45.10°
1,2-DCA 1,235 83,5 8690 64 1,31.10°
1,2-DCE 1,257 47,5 6260 265 5,32.107
PCE 1,623 121,2 150 14 1,16.10°
TCE 1,464 87,2 1100 57,8 9,9.107
Dodekan 0,749 216,3 3,4.10-3 0,3 2,4.107
naftalen 1,162 217,9 30 5,4.107 7,34.10™
B(a)P 1,351 495 3,8.10-3 2,4-5,6.107 <2,4.10°
fenol 1,058 181,7 93000 0,2 3,97.10”
PCB 1221 1,15 275-320 0,59 6,7.107 3,24.10*

Vlastnosti a chovani ¢astec¢né (obtizné) tékavych organickych polutantt

Netékavé a ¢astecné tékavé ropné uhlovodiky. S rostoucim poctem uhlikii maji tyto
uhlovodiky stoupajici bod varu, nizsi tenzi par a niz$i hodnotu Henryho konstanty. Miizeme
tedy fici, ze s poctem uhlikd v molekule uhlovodiku se snizuje jejich t€kavost a jejich vyskyt
v plynné fazi je nizsi. Naopak tyto uhlovodiky pfi masivni kontaminaci prostiedi vytvareji
rozsahla ropna télesa v kapilarni zon¢ a na hladiné podzemni vody. Vyssi ropné frakce maji
klesajici rozpustnost a proto se s hloubkou podzemni vody vyznamné snizuje i koncentrace
téchto polutanti.

Polyaromatické uhlovodiky (PAU). U polyaromatickych uhlovodikii (PAU)
s poctem aromatickych jader se snizuje tenze par a klesd Henryho konstanta a rozpustnost ve
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vodé.Vyskyt polyaromatickych uhlovodiki je ¢asto vazén na vyrobu plynu, koksu a dehtu a
mista manipulace s dehty. Tézké destilacni frakce ropy a v nich obsazené¢ PAU se Castecné
rozpoustéji pii smésné kontaminaci v aromatickych uhlovodicich ( pokud jsou pfitomné ve
vyznamné koncentraci). Tim je usnadnéna migrace PAU v piirodnim prostiedi v zavislosti na
vlastnostech horninového prostfedi. Pokud jsou PAU pfitomné v kontaminujicich
mineralnich olejich vzniklych destilaci ropy, vyskytuji se v nesaturované zén¢ a v blizkosti
hladiny podzemnich vod. Pfesto byly popséany situace, kdy se tyto latky ( napf. vyjeté oleje)
nachazely ve vysoké koncentraci v puklinovych systémech i nékolik desitek metrti pod
hladinou vody.Za vSeobecn¢ nebezpeny polyaromaticky uhlovodik je povazovan
benzo(a)pyren (B(a)P), u kterého byly potvrzeny karcinogenni ucinky.

Polychlorované bifenyly (PCBs). Tyto latky byly diive hojné pouzivany jako piisady
do natérovych hmot, do teplovodnich medii, jako plastifikatory, do transformatorovych oleja
a pod. Jsou velmi malo rozpustné ve vod¢, ale naopak velmi dobte rozpustné v uhlovodicich
a tucich. Snimi se mohou Sifit v podzemni vodé, kde vytvaieji emulze. Sanace lokalit
kontaminovanych PCB patii k velmi obtiznym. Pfi termickém rozkladu PCB vznikaji vysoce
toxické slouceniny, degradace s vyuzitim mikroorganizmi je velmi obtiznd pro vysokou
toxicitu téchto latek. Dlouhodobé studie prokazaly, ze PCB velmi snadno vstupuji do
potravniho fetézce a dochazi k jejich vyrazné bioakumulaci.

Vlastnosti a chovani vybranych anorganickych kontaminantu

Tézké kovy. Tézké kovy nejcastéji kontaminuji zeminu vojenskych cvicist, kalova
pole vznikajici pfi galvanotechnice a chemické povrchové upravé kovl, vyskytuji se na
skladkach komunalniho a primyslového odpadu, na specidlnich skladkach baterii. Mohou se
dostavat do prostfedi ze sklatského, textilniho a kozedélného primyslu, z huti a valcoven a
z autoopraven. Nemalou mérou ke kontaminaci prostiedi prispivaji samotna rudna nalezisté a
tézba a zpracovani rud. Mezi obecné rozsifené a zdravi Skodlivé kovy patii zejména arzen
(As), berylium (Be), chrom (Cr), kadmium (Cd), méd’ (Cu), nikl (Ni), olovo (Pb), rtut’ (Hg),
selen (Se) a zinek (Zn).

Tézké kovy a arzen jsou bézné piitomné v Cist€¢ podzemni vodé ve stopovych
koncentracich. Jejich koncentrace se mlze nebezpecné zvysit prinikem kontaminovanych
odpadnich vod. Jsou znamy i ptipady mobilizace kovli z horninového prostiedi unikem
kyselych odpadd.

Kovy se &astéji nachazeji viontové formé nezli ve formé elementarni. Casto jsou
vysrazeny na pudnich ¢asticich, vytvareji slozité komplexy s organickou ptidni hmotou nebo
jsou sorp¢né vazany na pudni matrici. Ke kontaminaci spodni vody dochazi obvykle se
zpozdénim v zéavislosti na mobilité¢ kovu v kontaminované zemin¢. Mobilita kovu v pid¢ je
pak zavisla na rozpustnosti kovu ve vod¢, pevnosti sorpéni vazby, redoxpotencidlu zeminy a
hodnoté pH. Vyznamnou ulohu hraje pfitomnost jilu a organické hmoty v pidé. Zejména
oxidaci a redukci se méni rozpustnost kovii a jejich akutni toxicita.

Kyanidy. Zdrojem toxické kontaminace zemin kyanidy byvaji odpady z anorganické
chemické vyroby, z plynéren a koksaren, galvanotechniky a chemické povrchové tpravy
kovl. Kyanidy v ptid¢ Casto vytvareji vice ¢i mén¢ rozpustné komplexy s kovy, zejména s Fe,
Cu, Zn, Pb, Ag a Cd. Kyanidy alkalickych kovil jsou vysoce rozpustné. Mobilita kyanid
v pud¢ zavisi na jejich rozpustnosti.

Ve spodnich vodach se kyanidy nachézeji spise ve formé¢ jednoduchych nebo
komplexnich anionti. Komplexni kyanidy jsou mén¢ stabilni a mohou se rozkladat na HCO3
a NH3.
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Amoniak a amonné ionty. V zeméd¢lskych vyrobach je primarnim produktem
rozkladu zivociSnych a rostlinnych zbytkli amoniak. Amonné soli jsou pak obsazeny v hnoji
a dostavaji se do obdélavanych pud, kde jsou dale vyuzivany pro tvorbu organické hmoty.
Zdrojem vysoké kontaminace plidy amonnymi ionty mohou byt i provozy plynaren a
kokséaren, nezajisténé skladky komunalniho odpadu a v chemicky pramysl. Zdrojem
kontaminace muze byt i ¢pavkové chlazeni. Podzemni vody jsou casto kontaminovany
infiltraci pramyslovych odpadnich vod. Bylo prokdzano, Ze amoniak muize vznikat za
anaerobnich podminek rozkladem fosilni organické hmoty. Amoniak se velmi dobie
rozpousti ve vodé a disociuje na amonné ionty a OH'".

Podil vilastnosti horninového prostiedi na vybér sana¢nich metod

Rozhodujici vliv na volbu sana¢nich metod ma homogenita, porovitost, propustnost,
obsah jilové a organické slozky a mocnost pokryvu. Nemalou meérou se na Sifeni
kontaminace podili i rozpukani, tektonickd expozice a stupent zvétrani hornin skalniho
podkladu. Zvlastnim, ale velmi Castym pfipadem, je ovlivnéni fyzikdlné¢ mechanickych a
chemickych vlastnosti nesaturované zoény antropogennimi zasahy, zéjmena melioraci,
vykopy, dalni ¢innosti apod. Mezi prioritni poznatky o tzv. saturované zon¢ je nutné zaradit
znalosti o Urovni spodni vody a jejim sméru proudéni.RovnéZ saturovana zoéna miize byt
ovlivnéna antropogenni c¢innosti, jejimz nésledkem je zména propustnosti kolektoru a
chemizmu podzemni vody. Na téchto zménach se podili zejména hlubinna dilni Cinnost,
ktera zasahuje pod hladinu spodni vody a infiltrace odpadnich vod ze zemédélské

NEJPOUZIVANEJSI SANACNI TECHNOLOGIE

Konvenéni sanacni technologie

Sanace kontaminovanych lokalit je nejcastéji provadéna konvencnimi technologiemi,
které nevyuzivaji zadné biologické preparaty. K témto technologiim patii napt. rtuzné
hydraulické metody, venting, podzemni tésnici stény, sanacni stény, termické metody,
pracky zemin. Mezi tyto technologie lze také zaradit i pfirozen¢ a nekontrolované
probihajici dekontaminace a skladkovani. Pfirozen¢ probihajici dekontaminace neni
v podstaté sanacni technologii, nebot’ probihd bez zasahu c¢lovéka. Ke Stépeni polutanta
dochdzi jak v disledku pfirozené metabolické aktivity zivych systémi, tak pisobenim
abiotickych faktorti, zejména UV-zafeni a piirozeného zvétravani. Za téchto podminek je
rychlost degradace velmi variabilni a zalezi nejen na samotném zneciSténi a jeho
koncentraci, ale 1 na fyzikalné-chemickych podminkach kontaminovaného prostiedi.

Hydraulické metody jsou zaloZeny na ¢erpani podzemnich kontaminovanych vod na
povrch soustavou Cerpacich vrti. VyCerpana voda je CiSténa a vracena zpét pies zasakovaci
zatezy a vrty. Tato metoda muze byt vyuzita i pro odCerpavani polutanti nerozpustnych
ve vodé, které mohou byt nasledné recyklovany. Metoda je financn€ 1 Casové velmi
naro¢nd, nebot vyzaduje narocny hydrogeologicky prizkum sanované lokality a
kontaminace miZe byt neustdle dotovana promyvanim nesanovanych horninovych vrstev
destovou vodou.

Pro omezeni §ifeni kontaminace se ¢asto pouziva vytvoreni tzv. hydraulické bariéry,
ktera spociva ve vybudovani soustavy cerpacich vrtli kolmo ke spadu spodni vody. Tyto
vrty se buduji mimo kontaminovanou oblast, casto v nékolika fadach. Jsou rozdé€leny na
vrty provozované a zalozni. Vrty vytvareji souvislou bariéru branici priniku kontaminace
do prostiedi. Hydraulicka bariéra byva ¢asto budovana v okoli rizikovych objektti a mtze
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zde slouzit jak k pohotové likvidaci piipadného Uniku polutantu tak i k pribéznému
monitoringu ¢istoty podzemnich vod.

V nékterych lokalitach pfi Cerpani kontaminovanych spodnich vod se pro zvySeni
vytéznosti metody vyuziva k zasakovani vod s detergenty, které wurychluji proces
promyvani horninovych vrstev a pfispivaji ke zkraceni sanacniho procesu a moznych rizik.

Venting patii mezi nekonvenéni technologie vyuZzivané ksanaci lokalit
kontaminovanych tékavymi polutanty. Metoda spocivd v extrakci nesaturované zony
atmosférickym vzduchem, ktery je odsdvan ze sana¢niho vrtu. Odsaty vzduch s velmi
nizkou koncentraci t€¢kavého polutantu je CiStén pfes sorpéni filtry, které mohou byt
spalovany nebo desorbovany horkym vzduchem, ktery pak obsahuje vysoké koncentrace
latky vhodné pro rekuperaci. Odsaty vzduch miize byt rovné€z dekontaminovan v biofiltru ¢i
specialnim bioreaktoru. Uéinnost této metody je do znatné miry zavisld na tékavosti
polutantu a propustnosti kontaminované vrstvy. Tato sanacni metoda je Siroce vyuzivana, i
kdyz je spojena s vysokymi investi¢nimi a provoznimi néklady.

Tésnici a sanacni stény. Tésnici stény se pouzivaji k zakonzervovéani polutantu.
Zamezuji nejen jeho Sifeni do okolniho prostfedi, ale soucasné brani i praniku srdzkové
vody. Sanac¢ni stény jsou naproti tomu propustné pro vodu a zamezuji Uniku polutantu,
ktery sorbuji. Nebezpeci vyuzivani sanacnich stén spo¢ivd v mozném lokalnim ptrekroceni
sorpcni schopnosti stény.

Termické metody patii ke klasickym technologiim likvidace odpadu. Moderni
spalovny jsou vybaveny nékolikandsobnymi odluovaci spalin. Presto tuto technologii
likvidace polutantii nelze povazovat za bezodpadovou a zcela bezrizikovou.

Prac¢ky zemin jsou velmi nakladnym zatizenim. Pracka je tvofena ¢lenénym rotacnim
bubnem, ve kterém se kontaminovana zemina propira vodou s detregenty. Kontaminanty
jsou takto koncentrovany do kalu, ktery je pak dale likvidovan ( nejcastéji termicky).
Vyuziti této technologie je problematické zejména u jilovitych pid. Néaklady provozu
tohoto zafizeni se rovnéz zvySuji téZzbou a upravou zeminy pied pranim ( odstranéni
velkych pevnych slozek pudy)

Bioremediaéni technologie

Samotna charakteristika bioremedi¢nich technologii — tj. detoxikace a mineralizace
polutantu na biomasu, CO, a vodu je velmi lakavd. Ve srovnani s jinymi metodami
zneskodnovani kontaminovaného odpadu (spalovani, odpafovani, imobilizace aj.) jsou tyto
technologie vyhodné i ekonomicky. Mimo to, fyzikalni metody vedou casto k tvorbé novych
zbytkovych polutantli a lze tedy ¥ici, Ze problém ozdravné sanace fesi jen Gasteéné. Uspésné
provedeni bioremediacniho procesu a demonstrace jeho uc¢innosti vyZaduje interdisciplinarni
pfistup a to zhlediska chemicko-inZzenyrského, ekonomického, ekotoxikologického,
biologického a estetického. Néasledujici prehled uvadi stupné bioremedicniho procesu a
obecnou strategii pro sledovani a hodnoceni u¢innosti bioremedi¢niho procesu.

1. Charakter polutantu — sledované parametry
*chemické sloZeni
* koncentrace
* toxicita
* biologicka rozlozitelnost
* rozpustnost,tékavost
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Otazky souvisejici s doporucenim bioremediacni technologie:
Jsou kontaminujici latky rozlozitelné biologicky?
Dovoluji podminky biologické ptisobeni?
Jedna se o kometabolicky proces?

2. Hydrogeochemicka charakteristika pro doporuceni typu bioremediacni
technologie:
* geologicky priizkum lokality
* hladiny spodni vody,smér vodotece a rychlost proudéni
* pfitomnost zZivin (zdroji dusiku, fosforu aj.)
* ptitomnost akceptort elektronta ( O,, dusi¢nany aj.)
* pH, teplota, vodni potencial prostiedi

Otazky souvisejici s doporuceni bioremedi¢ni technologie in situ nebo ex situ:
Jsou hydrogeologické podminky pfiznivé pro sanaci in situ?
Jsou podminky vhodné pro rast a aktivitu mikroorganizmt?
Jsou ziviny ptitomné v dostate¢né mire?
Muze byt prostiedi néjak modifikovano nebo optimalizovano?

3. Mikrobiologicka charakteristika lokality :
* stav mikrobialni populace
* dostate¢na katabolicka aktivita
* specificka katabolicka aktivita

Otazky souvisejici s doporucenim metody fertilizace nebo seeding:
Je ptitomny dostate¢ny biologicky potencial pro biodegradaci?
Muze byt pfitomna degradujici populace néjak stimulovana?
Je vhodna aplikace populace jiného degradatora ¢i degradacniho spolecenstva?

Jestlize vSechny otdzky byly zodpovézeny tak, Ze pro dekontaminaci prostiedi
jednoznaéné doporucuji bioremediacni technologii, mize byt navrzen specificky sanacni
postup.

Casto se stava, ze kontaminované prostfedi neobsahuje vhodné degradatory nebo je
zcela sterilni diky vysoké toxicit¢ polutantu. Je nutné provadét tedy umélé zaockovani
(seeding) kontaminovaného prostiedi katabolicky vhodnymi mikroorganizmy, jejichz
aklimatizace k polutantu byla provedena za laboratornich podminek. Je samoziejmé, Ze pied
vlastni inokulaci ( zaockovanim mikroorganizmy) je potfebné upravit prostiedi tak, aby co
nejméné ovlivnilo zivotaschopnost vnasené populace. Soucasné je nutné zajistit podminky
pro rist a mnozeni inokulovanych mikroorganizma. Tato cilend inokulace zkracuje
aklimatiza¢ni periodu a umozni degradaci perzistujicich latek.

Vnaseni degradujicich mikroorganizmi do kontaminovaného prostiedi musi byt
provadéno velmi uvazené. Zejména pii dlouhodobé perzistenci polutantu se musime
v jednoduchém laboratornim experimentu pfesvédCit, zda kontaminované prostiedi
neobsahuje velmi nizké pocty degradujicich mikroorganizmi, které se nemohou mnozit a
vyrazn¢ metabolizovat polutant pro nedostatek Zivin ¢i rastovych faktort. Jsou-li v prostredi
laboratorné prokazany degradujici mikroorganizmy, pak cCasto posta¢i pouhd uprava
podminek prostiedi a jeho fertilizace, coz umozni degradaci perzistujici latky osidlujici
divokou mikroflérou.
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V poslednich letech byl zaznamenan enormni nariist kontrolovaného vyuziti
mikroorganizmti k destrukci chemickych polutantd. Tyto technologie (bioremediace)
vyuzivaji nejen znamy katabolicky potencial isolovanych mikroorganizmi, ale také jsou
zaméieny na snizeni rizika biodegradace, které je Casto spontanné probihajicich degradaci
velice vysoké. Nové bioremediacni technologie musi vychdzet nejen z faktu, ze existuji
mikroorganizmy s odpovidajici katabolickou aktivitou, ale také z ekonomickych kalkulaci
jejich provadéni. V kazdém ptipadé plati, ze pro malé objemy kontaminované pidy nebo
vody byvaji tyto remediacni technologie ekonomicky méné vyhodné v porovnani s fyzikalni
¢i chemickou likvidaci. S objemem vSak ekonomickéd naro¢nost biremedia¢nich technologii
na odstranéni polutantu v jednotce kontaminovaného materidlu rychle klesa.

Bioremediace mohou byt provadény technologiemi, ve kterych se degradace polutantu
provadi pfimo v misté kontaminace ( in situ), tedy pida neni odt¢Zovana a kontaminovana
spodni voda neni pumpovana na povrch. Tyto technologie vyzaduji relativné nizké naklady,
jsou vSak pomalejsi a pribéh degradace polutantu je jen téZce kontrolovatelny.

Jiné technologie jsou aplikovany na odtézeny kontaminovany material v misté ¢asto
vzdaleném od pivodni lokality (ex situ). Manipulaci s kontaminovanym materiadlem sice
vzrustaji naklady, ale cely degradacni proces je pod kontrolou a veskerd rizika dal§iho
znecisténi jsou minimalizovana.

Zvlastni technologie jsou pak vyuzivany pii dekontaminaci moiského prostfedi. Prvni
bioremediacni technologie v motském prostiedi byly provedeny v letech 1989-1991 na
Aljasce po havérii tankeru s 11 miliony galonti ropy.

Biodegradace kontaminované pudy ex situ

Pida mtze byt znecisténa nejriznéjSimi produkty antropogenni ¢innosti. Bioremediacni
technologie jsou nejéastéji vyuzivany pro dekontaminaci pidy znecisténé ropou a ropnymi
produkty. Bézné je degradace ropnych uhlovodikii provadéna metodou ex situ tzv.
zahonovym zpusobem (land farming method). Pida je zemédé€lsky obdélavand na
specidlnich plochach ( hnojena, zavlazovana, vzduSnéna proordvanim ¢i pirehazovanim).
Miuze byt pouze fertilizovdna nebo inokulovana specidlnimi mikrobialnimi preparaty. Pro
uspésnou biodegradaci ropnych uhlovodikli 1ze odvodit nutné¢ mnozstvi dusiku a fosforu
z koncentrace kontaminujici uhlikaté¢ latky Degradace se vétSinou provadi v halach
opatfenych nepropustnou podlahovou krytinou sdrendzemi pro odvadéni piebytecné
kontaminované vody do podzemnich nadrzi pro opakované zkrapéni biopole. Vzduch, ktery
je v pribéhu biodegradace znecistovan lehkymi uhlovodiky, je doc¢istovan pies chemickeé ¢i
biologické filtry.

LS

Obr.7 Ptiprava zeminy pro dekontaminaci ex situ (Foto Horakova, 2002)

Kompostovani je dalsim zplisobem ex situ degradace nékterych kontaminant obsazenych
v pudé. Zemina je promichéna s pevnym organickym materidlem, jako je slama, hobliny,ktra a

76



obohacena zdrojem dusiku a fosforu. Materidl je pak navrSen do vysokych hromad a je
provzdusiiovan mechanicky nebo soustavou trubek napojenych na kompresor. K rychlosti
degradace polutantu béhem kompostovani pfispiva i vrist teploty materialu v disledku mnozeni
mikroorganizmi na pevném organickém materialu. Tento zptisob degradace byva pouzivan u pad
kontaminovanych chlorofenoly.

Obr.9 Ptiprava zeminy pro kompostovani a méteni teploty v kompostované zeminé
(Foto Horakova, 2002)
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Biodegradace v kalu je vyuzivana nejen pro ex situ €iSténi kontaminovanych pid, ale i
kalt samotnych nebo sedimentti. Tento zpisob degradace miiZze probihat pfimo v lagunach
nebo ve specialnich reaktorech. Metoda v reaktoru je vhodnd zejména pro kontaminace,
kde vznikaji nebezpecné meziprodukty ¢i nebezpecné plynné slouceniny, jejichz produkce
mtize byt sledovana. Reaktory pracuji za pln€ kontrolovanych podminek, takze s vyhodou
mohou byt vyuzivany Cisté kultury izolovanych mikroorganizmii. Vyhodou téchto velmi
nakladnych zatizeni je podstatné zkraceni doby sanace kontaminovaného materialu a
podstatné snizeni rizik, kterd nelze vyloucit béhem piirodnich procest na oteviené lokalité.
V lagunach mohou byt degradovany fenoly a krezoaty.

£~ i
TP = it

Obr.10 Laguna kontaminovana fenoly (Foto Horakova, 2001)

Biodegradace kontaminované putidy a spodni vody in situ

Bioventing je sanacni nedestruktivni technologie aplikovand nejéastéji v nesaturované
zon¢ pudy. Do pudy je vtlaCovan vzduch pod tlakem nebo je odsavan ze specidlnich
ventingovych vrti v procesu vakuové extrakce. Bioventing ma uplatnéni zejména pii
remediaci uhlovodikl.Vysoky tlak vtlaovaného vzduchu mize vSak nékdy vést k rychlému
pirechodu uhlovodikli do plynné faze a jejich uvoliiovani do prostfedi, aniz by doslo
k biodegradaci kontaminantu pifimo v podzemi. Naopak odsaty kontaminovany ptidni vzduch
je od ventingovych vrti odvadén prostfednictvim systému trubek k sanaéni stanici. Zde mtze
byt Cistén ve filtrech s aktivnim uhlim, kde dochézi k sorpci plynného kontaminantu nebo je
&istén v biofiltrech.U¢innost sanaéniho procesu miize byt prab&zné analyticky sledovana. Na
uspéSnosti vyuziti této sana¢ni metody se nemalou mérou podili i rliznd popf. nizka
propustnost sanované zony. Tato metoda je naro¢na na provozni pfipravu spojenou s instalaci
vrtd. Je vyuzivana hlavné v oblastech, kde nelze provadét zemni prace, v horninovém
prostiedi nebo pii hloubkovych kontaminacich ptady, kdy jeji odtézeni by bylo ekonomicky
velmi naro¢né.
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Technologie biologického ¢isténi spodnich vod ( in situ biorestoration).

Technologie je zalozena na vtlacovani kysliku a zivin popf. vhodné mikrofléry do
kontaminované lokality. Metoda je vyuzivana pro Cisténi spodnich vod kontaminovanych
ropnymi latkami a slouceninami BTEX. Pouzivé se jednak injekéni vrt, ktery je zanotfen do
tzv. saturacni zony znecisténi nebo zasakovaci Stola ¢i zasakovaci povrch nad saturovanym
mistem. Tato metoda vyzaduje dikladny hydrogeologicky priazkum. Procesy mohou probihat
jak aerobné (vzduch, H,0O,), tak i anaerobné (NOs3"). Jednodussi zptsob ¢isténi spodnich vod
je vyuziti reak¢énich propustnych stén na bazi fyzikalné-chemickych procest. Vysledkem
tohoto procesu je dekontaminovana voda nebo pfeména polutantu na netoxickou formu, ktera
mize byt nasledné biologicky rozloZena s vyuzitim vhodné sanacni biotechnologie. Jako
piiklad takové sanace spodnich vod mitizeme uvést likvidaci halogenovanych uhlovodikii,
napt. PCE a TCE. Jako naplii propustnych bariér je vyuzito granulované Zelezo Fe'.
Chlorované uhlovodiky podléhaji reduktivni dechloraci na eten a etan. Tyto latky jsou jiz
biologicky snadno odbouratelné.

Dekontaminowans
b (detoxikovana)
+ =podni voda

¥

¥,

Reakéni propustng
hariéra

Podzemni woda
s rozpUEeEnymi
Lihlovoddiky

Zidrojova oblast
frantaminace

Obr.11 Schéma propustné reakéni bariéry

Biofiltry

Mikroorganizmy mohou rozkladat i celou fadu plynnych latek, jestlize jsou vazany na
pevném nosi¢i. Jako pevny nosi¢ muze slouzit raselina, zemina, piliny, kira, aktivni uhli,
jilové castice, porézni sklo ¢i keramika a textilni vlakna. Biorektory jsou vyuzivany pro
degradaci acetonu, naftalenu, propioaldehydu, toluenu, benzenu, vinylchloridu a dalSich.
V biofiltrech mohou byt vyuzity mikroorganizmy v biofilmech nebo v imobilizované formé¢.
Neékdy jsou vyuzivany i imobilizované enzymy.
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Obr.12 Biofiltry a napln (St€pky dieva) pro osidleni degradatorem

Biologické odstranovani kov

Biosorpce je proces, ve kterém mikroorganizmy pasivné, tedy bez pozadavku na
energii, odstranuji kovy, metaloidy a radionuklidy. Biomasa (baktérie, vlaknité houby,
kvasinky, fasy), kterou mizeme odstranit t¢zké kovy, muze byt Casto tvofena nezivymi
preparaty. Proces biosorpce je velmi rychly a pomérné ucinny. Byla prokazana biosorpce U,
Zn, Cd, Co, Ni, Cu, Hg, Th, Cs, Au, Ag, Sn a Mn.

Bioakumulace je proces, ktery je spojen s Zivotaschopnosti a metabolickou aktivitou
mikroorganizmt a vyzaduje energii.

Redukce kovii je uskutectiovdna celou fadou mikroorganizmi. Vede ke zméné
toxicity kovu, rozpustnosti a mobility. Vyuziti téchto reduktivnich reakci v bioremediac¢nich
technologiich je diskutovano ve spojeni se zdravotnimi riziky pfitomného kovu.

Oxidace, precipitace, metylace kovi patii rovnéz k remediacnim technologiim.
Obzvlasté proces precipitace je vyuzivan k rychlému odstranéni nékterych kovl z vodnich
zdrojii. V tomto procesu jsou nejcastéji vyuzivany bakterie redukujici sirany, obzvlasté druhy
rodu Desulfovibrio. V procesu anaerobniho metabolizmu téchto mikroorganizmti jsou
vytvafeny nerozpustné sulfidy Zn, Pb, Ni, Cr, Cd, Cu, Fe, Hg a dalSich kovi. Tyto
nerozpustné sulfidy mohou byt odstranény sedimentaci nebo filtraci, popi. separacni
centrifugaci. Tento proces odstraniovani tézkych kovl byva vyuzivan ve specialnich
reaktorech.

CHEMICKA CASOVANA BOMBA (CTB)

Pojem chemicka casovand bomba uzce souvisi s nekontrolovanou aktivitou
mikroorganizmti na kontaminovanych lokalitach. Spoustécim mechanizmem tohoto procesu
jsou samotné mikroorganizmy. V pribéhu jejich metabolizmu totiz vznikaji nejriznéjsi
produkty, jejichz Skodlivost nemlze byt zjiSténa, nebot nebyly dosud chemicky
charakterizovany. Mimo to, mnozstvi vnaSenych polutant do prostfedi je mnohem rychlejsi,
nezli jejich rozklad. Produkty biodegradace i1 samotné polutanty se pak dlouhodobé
akumuluji v prostfedi a vyznamné je ovliviiuji. Po jaké dobé plisobeni téchto latek nebo v
jaké jejich koncentraci se zacne projevovat jejich pritomnost v prostiedi na zdravi ¢lovéka,
zvitat ¢i rostlin, zistava otazkou bez konkrétni odpovédi.
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V kontrolovanych bioremediacnich technologiich se snazime o podstatné omezeni
negativniho vlivu vznikajicich mikrobidlnich produkt na zivotni prostiedi. Omezujeme tak
vznik efektu CTB.

Napt.v projektech sanace ropnych uhlovodikii vychdzime z poznatki, Ze oxidované
mikrobidlni metabolity uhlovodikii jsou vétSinou velmi dobte rozpustné a tim i pohyblivé
v padnim prostiedi. Technologie musi byt tedy zabezpeceny tak, aby vznikajici rozpustny
uhlovodik v pidé nebyl transportovan do mist vzdéalenych od plvodni kontaminované
lokality. Technologie biodegradace uhlovodiki rovnéz zamezuji, aby dochazelo v disledku
produkce kyselych meziprodukti k nezaddoucimu vyluhovéni jinych latek do spodnich
vod.Vznikajici lehké uhlovodiky které se pfi pfirozené biodegradaci uhlovodikt odpaiuji do
ovzdus$i, jsou v pribéhu fizené bioremediace degradovany v biofiltrech (podobné jako
chlorované uhlovodiky).

Na vzniku efektu CTB se znacnou mérou podileji pesticidy, které vzhledem k velmi
pomalé piirozené biodegradaci jsou povazovany za perzistujici polutanty, jejichz akumulace
v lidském organizmu byla prokdzédna. Mimo to, samotné produkty pfirozené N-, O- nebo C-
dealkylace pesticidil jsou Casto perzistujici sekundarni kontaminantou zivotniho prostiedi.

Za obzvlaste rizikovou pro zdravi 1ze povazovat kontaminaci aniliny, které mohou
byt mikrobiologicky transformovany na fenylhydroxyaniliny. Tyto transformac¢ni produkty za
pfirozenych podminek pak snadno reaguji s netransformovanym anilinem za vzniku
azobenzenl. Mutagenita a karcinogenita azobenzent byla potvrzena jiz v minulosti.

PCB, driny a dioxiny mohou byt za earobnich podminek mikrobiologicky
transformovany na oxidované produkty s vyssi rozpustnosti, nezli ptivodni latky. Surfaktanty
a syntetické polymery vétSinou podléhaji pfirozené biotransformaci za vzniku dosud
neznamych produktt.

Zvlastni postaveni na vyvoji efektu CTB maji téZké kovy. Jiz samotna pfitomnost
tézkych kovl v prosttedi vyvolavd zmény v pfirozené mikrobidlni komunité¢ dané lokality.
Vseobecné houby jsou odolnéjsi k tézkym kovim nezli aktinomycety. Bakterie jsou
v porovnani s témito mikroorganizmy k t¢zZkym kovim citlivéjsi, 1 kdyz G- bakterie jsou
odolnéjsi vzhledem k bakteriim G+. ZvySena citlivost mikroorganizmi k té€zkym koviim vede
vSeobecné¢ ke snizovani mineralizaéniho potencidlu pidy. V prostfedi kontaminovaném
tézkymi kovy muze sice dochazet k hromadéni rezistentnich mikroorganizmt , které¢ vSak
vétSinou vykazuji niz$i degradacni potencial.

Chemickou ¢asovanou bombou pro vodni prostiedi se stala mikrobidlni metylace
Hg(0) na metylrtut’, kterd je pfinejmensim 100 x toxiCtéj$i pro ryby nezli kovova rtut.
Metylrtut’ se akumuluje v mase ryb a mize vazné€ ohrozit zdravi ¢lovéka pii jeho konzumaci.
Nemoc vyvoland metylrtuti byla oznacena jako Minamotska nemoc podle jejiho primarniho
mista vyskytu (Minamota, Japonsko). Minamotska nemoc je prvnim popsanym ,,vybuchem*
chemické ¢asované bomby.Touto nemoci je pravdépodobné ohrozena i1 Brazilie, kde Hg(0) je
odpadem ( az 200 t/rok) pii tézbé zlata. Hg(0) se dostavd do ovzdusi a ve srazkach
kontaminuje vody a sediment Amazonky. Podle odhadu vybuch CTB bude mnohem vétSiho
rozsahu, nezli v Minamoté. Podobny problém vznika pfi metylaci arzénu a antimonu.

CTB tvoii i anaerobni kaly s vysokym obsahem tézkych kovil ve formé sulfida, které
byly casto vyuzivany jako pidni vyplné odtézenych lokalit a skladek. V aerobnich
podminkach mohou byt nerozpustné sulfidy oxidovany na rozpustné sulfaty, které jsou
vysoce mobilni a mohou znecist'ovat zemédélskou plidu a spodni vody.Tento problém souvisi
zejména s t€zbou kall v nékterych piistavech ( napt. Rotterdam).
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