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Abstrakt

Do Zivotniho prosedi se uvaluje velké mnoZstvi organickych latek, které jsou
pro zivé organismy nebezyreé. Casto se jedna o latky perzistentni a toxickéktsré
maji karcinogenni nebo mutagensinky, rovreZz mohou ovliwiovat endokrinni systém
Zivocichu a rekteré mohou pispivat ke vzniku bakterialni rezistencetir®zenymi
procesy se Vv zivotnim prdgsdi jen velmi pomalu odbouravaji, a proto se
k dekontaminaci lokalit pouZivaji uzné remediégni techniky. Remedimi a
bioremedi&ni techniky se vyznangriSi a zavisi na mnoha faktorech, které bytynbyt
kriticky hodnoceny.

Tato disertani prace se zabyva vzajemnymi vztahy mezi biodosist,
biodegradaci a toxicitou organickych polutari{ tomuto @&elu byly vybrany organické
latky rizného fivodu a charakteru — polychlorované bifenyly, poklmké aromatické
uhlovodiky a fluorochinolonova antibiotika, ktergly degradovany ligninolytickymi
houbami. Prace je zatifena na studium desapho chovani polutafitpochazejicich ze
starych ekologickych zé&ti, degradéniho potencialu tiznych houbovych kmen
degradanich mechanisi transformanich produki a jejich ekotoxicity. VSechny tyto
faktory vyznamas prispivaji ke zhodnoceni environmentalnich dapagkoremediace.

Vysledky ukazaly, Ze bidfstupna frakce organickych polutAnstanovena
sekvertni nadkritickou fluidni extrakci umazje predikovat degradovatelné mnozstvi.
RovréZz bylo prokdzano, Ze bidistupnd frakce polycyklickych aromatickych
uhlovodiki vysoce koreluje s toxickymi ¢inky a bioakumulaci. Z degra¢lsich
experimeni vyplynulo, Ze jednotlivé ligninolytické houby majfiznou degradmi
acinnost. Nap. Pleurotus ostreatusefektivre rozkladal polychlorované bifenyly
i chlorbenzoové kyseliny. Naopak fluorochinolonowtibiotika byla nejrychleji
degradovana houbaniirametes versicoloa Irpex lacteus Poddilo se identifikovat
velké mnozstvi do té doby neznamych metatholikotoxikologicka data ukazala, Ze
degradace #&kterymi houbami nevede k poklesu toxickyckinki nebo ke ztrdt
rezidudlni antibakterialni aktivity. Biodegradadgninolytickymi houbami maji velky
remedi&ni potencial, nicménstudium biodostupnosti, biodegradace a toxicitgtde
potteba, aby zvolena remedid technika byla efektivni a vedla ke snizeni

environmentalniho rizika na kontaminovanych lolalit.



Abstract

Many organic compounds are released to the envieahand can be harmful to
living organisms. These compounds are often pergisind toxic. Some are mutagens,
carcinogens, endocrine disruptors or they can cansacrease in bacterial resistance.
They tend to accumulate in nature and their transftion is a long-term process.
Therefore, various remediation techniques are mkeder decontamination.
Remediation and bioremediation processes depenahany factors which should be
critically evaluated.

This dissertation thesis studies the relationshigtwben bioavailability,
biodegradation and toxicity of polychlorinated beplyls, polycyclic aromatic
hydrocarbons and fluoroquinolone antibiotics. Thesenpounds of different origin,
character and properties were degradated by ligytiodungi. Desorption behaviour of
pollutants from historically contaminated sitesg@@ation potential of ligninolytic
fungi, ongoing degradation mechanisms, transfolngtroducts and their toxicity were
studied as important factors for evaluation of nmrgooediation and its environmental
impact.

The results show that determination of bioaccessiihction by sequential
supercritical fluid extraction is very useful forggise prediction of biodegradability of
pollutants. The evidence that ecotoxicity and boo@aculation correlate with
bioaccessibility of polycyclic aromatic hydrocarisors also provided. Degradation
experiments indicate that individual fungal straifeve various degradation
efficiencies. Pleurotus ostreatusvas the most effective fungus in transformation of
polychlorinated biphenyls and chlorobenzoic aci@s. the contrary, fluoroquinolone
antibiotics were rapidly degradated HQdyametes versicolorand Irpex lacteus.In
addition, many unknown transformation products wedeatified. The ecotoxicological
data show that fungal transformation of pollutadits not always cause a decrease in
toxicity or residual antibacterial activity. Biodaglation by ligninolytic fungi has
important remediation potential. However, studiebioavailability, biodegradation and
toxicity are always necessary for suitable applicadf remediation techniques in order

to decrease the environmental risk at contaminsited.
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Seznam zkratek

AChE acetylcholinesterasa

ATP adenosintrifosfat

CNS centralni nervovy systém

DDT 1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan

DNA deoxyribonukleova kyselina

EC50 z angl. ,half maximal Effective Concentratidifektivni

koncentrace, ip které reaguje 50 % jedifisouboru.)
GC/MS plynova chromatografie s hmotnostni detekci
IARC z angl. ,International Agency for Research@ancer*”
(Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny)
IC50 z angl. ,half maximal Inhibitory Concentration

(Koncentrace, # které je inhibovanirst u 50 % jedini

souboru.)
Kow rozctlovaci koeficienin-oktanol voda
LC50 z angl. ,half maximal Lethal Concentration‘efialni

koncentrace, ip niz uhyne 50 % sledovanych jediinc

LCA z angl. ,Life Cycle Assessment” (posuzovaniativiho
cyklu)

NOEC z angl. ,No Observed Effect Concentration“r(kentrace
bez pozorovanéhaiiinku)

PAU polycyklické aromatické uhlovodiky

PCB polychlorované bifenyly

PEC z angl. ,Predicted Environmental Concentration®

(predpokladana koncentrace latky v Zivotnim piexi

pKa zaporny dekadicky logaritmus disagiakonstanty

PNEC z angl. ,Predicted No Effect Concentrationgjgyssi
predpokladana koncentrace latky bez Skodlivyginki)

POPs z angl. ,Persistent organic pollutants* (fstentni organické
polutanty)

SFE z angl. ,Supercritical Fluid Extraction” (nadiaka fluidni



TCC50

TU
US EPA

uv

extrakce)

z angl. ,half maximal Toxic Cell Concentratio
(Koncentrace polutantu uvhibuiky, ktera vyvola toxicky
ucinek u poloviny sledovanych organigm

z angl. , Toxic Unit* (toxické jednotky)

z angl. ,Environmental Protection Agencihiericka
agentura pro zivotni prastdi)

ultrafialova oblast sitla
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1 Uvod

Pro &ely této diserténi prace byly vybranyfit skupiny organickych latek
raizného fivodu a charakteru, jejichzippomnost je v Zivotnim prostdi nezadouci.

Polychlorované bifenyly (PCB) reprezentuji hydraiolbatky, které prozere
nevznikaji a byly pimyslow vyrakiny. PCB nalezly Siroké uplaini v niznych
pramyslovych odwtvich. Vyralkgly se radow v tunovych mnozstvich a velkéast
unikla do Zivotniho prostdi. V 70. letech 20. stoleti byly prokazany primkické
(cinky PCB a v 80. letech byla jejich vyroba veétsiné zemi zakadzana. PCB jsou
vysoce perzistentni. V sdasné dob lze nalézt lokality, na kterych koncentrace PCB
dosahuji desitky aZ stovky mgkgChronickd expozice PCB &gobuje poruchy
zejména imunitniho, nervového a reprothiko systému a je pod&ni i na jejich
karcinogenitu.

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) mohou Mzai pirozere pii lesnich
pozarech nebo vulkanick&nnosti. PAU nikdy nebyly gmyslow vyrakiny. Jsou
souwasti rekterych ropnych produlta do Zivotniho prostdi se dostavaji zejména
antropogennicinnosti — automobilovou dopravou nebo spalovanimilritch paliv.
Koncentrace PAU v Zivotnim prdstli mohou dosahovat aZkolik tisic mg.kg'. Jedna
se 0 zavazné kontaminanty s karcinogennitinky, které jsou rovéZ perzistentni
a €zko odbouratelné.

Fluorochinolonova antibiotika jsou latky, kteréwssowasné dob stéle vyrabji
a pouzivaji se k ¢ raiznych m@ovych, koznich a dychacich onemagnlidi i zvitat.

Do Zivotniho prosedi se dostavaji ndd nebo stolici, jako odpad z farmaceutického
pramyslu, nebo se ve formkrmiva gidavaji do chovnych rybnik | stopové
koncentrace antibiotik viglach, vodach nebo sedimentech mohou vést ke vzniku
bakterialni rezistence. Vyskyt rezistentnich patogeh bakterii pedstavuje vysoké
environmentalni riziko, a proto je nutné antibiatikz Zivotniho progedi &inné
odstaovat.

Odstragni PCB, PAU nebo antibiotik z prdetli je nesnadné a ne vzdy
proveditelné. Fyzikalni a chemické metody jsou adkE, mnohdy nevhodné
av n¢kterych gipadech technologicky neproveditelné. V posledrii¢dse stéle vice

pouzivaji metody bioremediai, které jsou #Sinou ekologicky Seti)Si. Bioremediace

jsou zaloZeny fevazie na principu stimulace nespecifickédmi mikroflory, ktera je
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vSak vhodna pro ménrekalcitrantni latky jako jsou n&propné uhlovodiky. Pro
degradaci vysoce perzistentnich latekasto hledaji specifické organismy.

Slibnou metodou, ktera je stale ve stadiu vyzkujpunykoremediace pomoci
dievokaznych ligninolytickych hub. Tyto houby prodijikextracelularni enzymy
(lignin peroxidasu, mangan-dependentni peroxidasakézu) s nizkou substratovou
specifitou, které se mohou podilet na degradacigtentnich polutaiit

Tato prace se zabyva studiem mykorem&adizh proces. Snazi se o objasni
degradanich mechanisfin identifikaci transforménich  produkili, predikci
biodegradani &innosti. Studuje biafistupnou a biodostupnou frakci organickych
polutanti v dlouhodoB kontaminovanych zeminach. Hodnoti degtadapotencidl
raznych ligninolytickych hub. RowZ se zabyva ekotoxicitou degr&dé&ch snési,
protoze vzniklé metabolity mohou byt v mnohigppadech toxitéjSi nez gvodni latky.

Problematika bioremediaci je rozsahla, a proto ga¢&sti diserténi prace
podrobnd reSerse, ktera poskytujehped o tiznych remediénich technikach vhodnych
k dekontaminaci jd a sedimerit Prace hodnoti jejich vyhody, nevyhody a prakticka
omezeni. V literarnicasti jsou rovaZz diskutovana rizika spojena s vyskytem

organickych polutarita jejich degradanich produkt v Zivotnim prostedi.
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2 Osud perzistentnich organickych latek
Vv zivotnim prost redi

Polychlorované bifenyly a polycyklické aromatickélavodiky pati mezi
perzistentni organické polutanty (POPs). Tyto lakwyzndauji predevsim tim, Ze jsou
téZko odbouratelné, maji toxické vlastnosti, bioakiujiuse, mohou byt ovzduSim
transportovany na velké vzdalenosti, kde dochdejith depozici a maji Skodlivy vliv
na lidské zdravi a organismy v Zivotnim pitedi. POPs se vyskytuji jako jedina
chemicka latka nebo jako $m chemickych latek, které maji podobné vlastnosti,
a dostavaji se do Zivotniho pristi spoléns. Ceska Republika podepsala v roce 1998
Umluvu o dalkovém zrgstovani ovzdusi f@sahujicim hranice stéta v roce 2001
Stockholmskou Umluvu o perzistentnich organickydiuantech, nicméh narodni
legislativa, ktera by omezila vstup POPs do Zivatnprostedi, a ktera by definovala

emisni a sartai limity, je v sodasné dob stale nedostatea (Holoubek et al. 2001).

2.1 Polychlorované bifenyly

Polychlorované bifenyly se vyrély katalytickou chloraci bifenylu, ip které
vznikaly sng&si mnoha isomér Teoreticky Ize odvodit 209 sléenin tzv. kongenér
s riznym stupgm chlorace. Zakladni struktura PCB je uvedena ofa@azku 1.
Molekula miZze obsahovat 1 az 10 atonchloru. PCB byly poprvé syntetizovany
vroce 1881 a komeén¢ se zaaly vyraket v roce 1929 pod obchodnimi ndzvy hap
Delor, Aroclor, Fenclor, Kaneclor, Pyralene a ClephJsou to bezbarvéiré nebo
Zlute zabarvené, olejovite, ndtavé, nehtlavé kapaliny vyznéujici se chemickou
a fyzikalni stabilitou. PCB jsou stélé i za tepd®0 °C a k jejich hi@ni dochazi azip
teplotach nad 1000 °C. PCB jsou vysoce hydrofobejich rozpustnost ve véde
velmi nizka a klesa s rostoucimgpem atoni chléru v molekule. Dale se rozpousji
v organickych rozpoudtllech a v tucich. Diky svym vybornym fyzikéhehemickym
vlastnostem nasly PCB Siroké upkain predevsim v elektrotechnice. PouZivaly se jako
chladici kapaliny v transformatorech, dielektrickkapaliny v kodenzatorech,
ohnivzdorné a teplonosné antikorozni hydraulickpakay ve vakuovych pumpach.
Pridavaly se jako plastifikatory do rabvych a plastickych hmot. Slouzily jako

v,

nahrazka vosku ip vyrobé nabytku, pidavaly se do barev, lepidel, inkoustu,
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kopirovaciho papiru aéhkterych pesticid. Slouzily také jako aditiva do cementu,
omitek a jako mazaci kapaliny v mistech se zvySengikem pozai (Holoubek et al.
1996).

ortho
meta3 2 2' 3'
para 4 4
Cl, s 6 & 5 Cl

Obrazek 1: Obecny vzorec polychlorovanych bifedyl

PCB se rozsily do Zivotniho prosedi zejména nasledkem jejich velmi Sirokého
pouzivani v pkimyslu. Rirozeny zdroj PCB nebyl dosud nalezen. PCB bylgkie¢any
ve vSech biotickych i abiotickych slozkach ekosysié Hlavnim problémem je jejich
toxicita, vysoka odolnostiri rozkladu a vysoka akumuiai schopnost. Osud a chovani
PCB v Zivotnim prosedi zavisi na fyzikakhchemickych vlastnostech, zejména ng K
a Henryho konstatt PCB jsou z atmosféry odslia/any procesy suché a mokré
depozice. V hydrosfé se mohou sorbovat r@stice sedimentu nebo jiné organické
faze a naslednsedimentu;ji,¢imz dochazi k jejich imobilizaci. Sorpce je zavisia
obsahu organického uhliku a roste u kongeseryssi lipofilitou (Vrablikova a Skrlant
1991). V anaerobnich podminkach dochéazi k dehabmydongenar s vySSim pétem
atomi chléru v molekule. Kongenery s nizSim stépn chlorace, které vznikly
reduktivni dehalogenaci, mohou byt transformovampadminek aerobnich (Fennell et
al. 2011). V biologickém materialu, v organech gtkorla, byly PCB poprvé objeveny
vroce 1966 (Jensen et al. 1969). Nasiebglo zjiS€no velmi zavazné ziesteni
hydrosféry (Nondek 1988). PCB se ve fytoplanktongznami akumuluji, ¢imz
vstupuji do potravnicketzci. Obsah PCB v cévnatych rostlindch Sinou nepatrny,
ale nalezy jsodetné (Véber a Kredl 1991). PCB seiirpdé ¢ast&né odbouravaji. Ve
vodach podléhaji iedevSim nefimé fotolyze. Hydrolyza a oxidace k transformaci
vyznammié negispivaji. Polédas rozpadu se u mono- aZ tetra- chlorovanych Hdifieny
pohybuje od 17 do 310 dra roste se stupm chlorace (Véber a Kredl 1991). PCB
podléhaji mikrobialni degradaci, kteraibe byt velmi pomald vigach s vysokym
obsahem organického uhliku (Vasilyeva a Strijak@@07). DalSi mozny Zsob

likvidace PCB je spalovanitipteplotach nad 1000 °C.riPteplotach nizSich mohou
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vznikat polychlorované dibenzofurany a polychlom&adibenzodioxiny, z nichz
nékteré jsou vysoce toxické (Holoubek et al. 1996).

2.2 Polycyklické aromatické uhlovodiky

Pod pojmem polycyklické aromatické uhlovodiky sezumi okolo 100
organickych uhlovodikovych sléanin. Organizace US EPA izglila 16 PAU do
seznamu nejzavagsich kontaminarit Zivotniho prostedi. PAU jsou tvieny d¥ma
nebo vice kondenzovanymi benzenovymi jadDbiazek 2). Jsou to za normalnich
podminek tuhé latky,&Sinou bezbarvé, bilé nebo Zluté. Fyzikatmemické viastnosti
zaviseji na molekulové hmotnosti. S rostouci vedtkonolekuly roste bod tani, bod
varu, Ky, klesa rozpustnost ve véa tenze par. Reaktivita molekul PAU je zavisla na
poétu a uspeéadani kondenzovanych jader. Stabilita jednotlivigthuktur roste od
linearniho po angularni usfgmani. Z chemickych vlastnosti jsou pro PAU typicke
elektrofilni substituce, &dy mohou vstupovat do reakci s radikalovym medraem.
Na reaktivitu v progedi maji vliv zejména teplota, &lo, kyslik, ozon a charakter
castic, na kterych mohou byt PAU sorbovany. PAU mahledem k dokonalé
konjugaci vyznamna absapi spektra zejména v UV oblasti a vykazuji takéopriost

fluorescence (Pecka 1995).

naftalen anthracen chrysen benzo(a)pyren

Obrazek Z: Chemické struktury vybranych aromatickych uhlovdc

PAU byly detekovany prakticky ve vSech biotickychabiotickych slozkach
Zivotniho progtedi. K vyznamnym firodnim zdroim pati lesni a stepni poZzary
a vulkanicka cinnost. PAU vznikaji také metabolismenekterych bakterii, hub
i vySSich rostlin. Dominantni jsou vSak zdroje aptrgenni. JdefpdevSim o spalovani
fosilnich paliv @i nedostatku kysliku. 8xem spalovani dochazi nejprve v pyrolyze, kdy
jsou organické molekuly &eny na mensSi nestabilni produkty. Nasleduje pyresaa,
kdy vzniklé reaktivni fragmenty rekombinuijfivysokych teplotach za tvorby p&nmeé
stabilnich aromatickych uhlovodik(Holoubek 1996). Transport a distribuce PAU

15



v prostedi jsou weny rfadou fyzikalg-chemickych vlastnosti. Adsorpce na pevnych
nebo aerosolovychasticich je nefimo unerna parcialnimu tlaku par, ktery se snizuje
s rostouci molekulovou hmotnosti. PAU s vySSi molekou hmotnosti jsou obe&n
meére pohyblivé vzhledem k extrémimizké €kavosti a rozpustnosti ve vodKuzilek a
Koubek 1994). PAU, které jsoué¢hem spalovani emitovany do atmosféry, se
prednost® sorbuji na malé polétavéastice a mohou byt transportovany na velké
vzdalenosti. Ve volné atmos&podléhaji fotooxidaci nebo interaguji s jinynmtkkmi.
Tak vznikaji gedevSim hydroxyderivaty, chinony, sulfokyseliny @raderivaty. Z
atmosféry jsou odstiimvany suchou a mokrou depozi¢inz se dostavaji do vody a
puady (Holoubek 1995). Na distribuci PAU v hydrosféma vliv gedevsim jejich
rozpustnost ve vag kterd zavisi na tepldta gitomnosti dalSich rozpustych latek.
Vzhledem k tomu, Ze je nizka, jsou PAU hlawadsorbovany na malkéastice, které
mohou sedimentovat. Meziukkzité degrad&ni kje pati fotooxidace, chemicka
oxidace a biologické transformace bakteriemi a wgE®rganismy (Holoubek 1996).
Fyzikalné-chemicky rozklad PAU v sedimentech je pomalejdiledem k nedostatku
sluneg&niho z&eni a kysliku, coz f¥e vést k jejich postupné kumulaci. Jejich osud
zavisi zejména na rychlosti mikrobiélni degrada¢eéekoucich vodach je sedimentace
vyrovnavana resuspendagstic, ¢imz se biologicka dostupnost PAU zvySuje (Marek
1995). V m@irodk existuje mnoho zivdchi, ktefi PAU v €le kumuluji. Ke studiu
bioakumulace jsou vyuzivany napistice, Zizaly aizné druhycervii (Sericano et al.
1996, Matscheko et al. 2002). Rostlinyijimaji PAU z prostedi gedevsim
atmosférickou depozici. Vysoké kumété schopnosti vykazuji hlagnrostliny, resp.

¢asti rostlin s vysokym obsahem lipidické slozky ¢Bieet al. 1990).

2.3 Fluorochinolonova antibiotika

Antibiotika predstavuji dalSi Sirokou skupinu organickych latkteré se ve
velkém mnoZstvi dostavaji do Zivotniho piesi, kde mohou negati¥rovliviiovat Zivé
organismy. Znalosti o osudu a chovani antibiotigiwotnim prostedi jsou stale
nedostaténé. Chronickeé €inky, €inky prahovych koncentraci aipadné endokrinni
acinky nebyly dosud spolehlévpopsany. Degradai produkty a jejich toxicita jsou
také z velké&asti neznamé. Hlavnim problémem antibiotik v Zivetrprostedi je, ze

i stopové koncentrace mohou vést ke vzniku balteridezistence. Rezistence
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zvyseni lipofility, afinity k DNA koplanarni karbonylova skupina

gyrase, antibakterialniho spektra, umoZnuje tvorbu vodikove vazby
acinnosti vi&i gram-negativnim s DNA gyrasou
bakteriim /

\ (0]

F . |4| COOH vazebné misto
e XN N3~ pro DNA gyrasu

rozSifeni antibakterialniho | | | |
spektra, lepSi propustnost 7\ = 2
do tkani, pokles toxicity —>R1/ T ’1‘
vuci CNS, napr. R, I|?3 potenciace G¢inku,

piperazinylové skupina napfr. ethyl, cyklopropyl

T

antianaerobni aktivita,
napf. chlér, fluor, methyl
a methoxy skupina

Obrazek 3: Zakladni struktura chinolonového jadra a vlastnesinotlivych substituerit (upraveno
z Sukul a Spiteller 200.

u patogennich bakteriiigdstavuje velkeé riziko nejenom pétoveka, ale i ostatni zivé
organismy (Martinez 2009, Ruiz et al. 2012).

Fluorochinolonova antibiotikagsobi proti Sirokému spektru gram pozitivnich
i gram negativnich bakterii. PouZivaji se &bk raznych mdovych, koZnich
a dychacich onemoéni. Siroké uplaténi nalezly i ve veterinarni mediginJsou také
souwasti potravy, ktera se aplikujeiimo do vody a slouzi k& infekénich
onemocgni ryb. Nejvice pouzivanym fluorochinolonovym aidtikem na sw¥té je
ciprofloxacin, nasleduje ofloxacin, levofloxacin, onhefloxacin, norfloxacin
a sparfloxacin (Sukul a Spiteller 2007). Fluorociimova antibiotika byla objevena
v 70. letech 19. stoleti. Nasledoval prudkyastrijejich produkce, napve Svycarsku
bylo v roce 1997 vyrobeno 4,8 tuny (Boxall et &102) a v Nmecku bylo v roce 1998
vyrobeno 412 tun fluorochinolonovych antibiotik, fedevsim ciprofloxacinu
a norfloxacinu (Kimmerer 2003).

Struktura zakladniho chinolonového jadra a vladtrjednotlivych substituerit
jsou uvedeny nabrazku 3. Fluorochinolonova antibiotika se vyzZngi pritomnosti
atomu fluoru na pozici C-6. Obetie Ize rozdlit na antibiotika prvni, druhé aeti
generace. Antibiotika prvni generace maji pipergaivou skupinu vazanou na pozici
C-7. Druha generace je romia o cylkopropyl na pozici N-1 &ti generace ma na

pozici C-7 misto piperazinylu azabicyklicky suhbsgiht. Baktericidni &nky
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fluorochinolonovych antibiotik jsou zejména danybaxylovou skupinou na pozici C-
3, ktera se vaze na bakterialni DNA gyrasu a tapograsu IV. Tyto enzymy zajigji
spravny piibéh replikace a transkripce bakterialni DNA. Vodikovazba s DNA
vznika na koplanarni karbonylové skupina pozici C-2. Fluor na pozici C-6 zvySuje
lipofilitu molekuly, coZ usnaiije piinik molekuly ges biomembrany do kky, ¢imz
dochazi k vyraznému zesileni antimikrobidlnickinki. Substituent na pozici C-7
rozSkuje antimikrobialni spektrum a sniZuje toxicituicv centralnimu nervovému
systému (CNS). Einky antibiotika \i¢i anaerobnim bakteriim rostou se substituentem
na pozici C-8 a farmakokinetika je ovl&ma substituentem na pozici N-1 (Sukul
a Spiteller 2007). Acidobazické chovani molekulyivosiji dvé ionizovatelné funkni
skupiny, karboxylovd na pozici C-3 a dusik na pioZcv piperazinovém kruhu.
Hodnoty pk, karboxylové skupiny se pohybuji v rozsahu 5,7-%,8 amino skupiny
dosahuji 7,6-8,3 (Prat et al. 2004). Relatidobrou rozpustnost fluorochinolonovych
antibiotik ve vo@ zpasobuji polarni skupiny vazané na lipofilnimiéd
Fluorochinolonova antibiotika vstupuji do Zzivotnihprostedi zejména
prostednictvim lidskych a ziv@Snych exkremerita odpadni vody z farmaceutického
pramyslu (Sarmah et al. 2006).¢5tirenského kalu, zivasného hnoje a povrchovych
vod se mohou dostavat daidy, kde dochazi k jejich adsorpci a kumulaci (Pa&d
Andreu 2007). Fluorochinolonova antibiotika jsouorganismu metabolizovana
s pola&éasem 1,5-16 hod,&ehoz vyplyva, Ze vice jak 25 % antibiotik se poop&inim
podani vylduje do Zivotniho prostdi v nezninéné podoB (Kimmerer 2009A).
Pfitomnost antibiotik viznych biologickych a environmentalnich matricichdiae
k rozvoji novych a citlivych analytickych metod whoych ke stopovym analyzam
(Montesdeoca-Esponda et al. 2012, Ruiz-Viceo ef@l2). Koncentrace antibiotik
v povrchovych a odpadnich vodach se pohybuiji vgédicth ng.[’—pg.L . V padach a
sedimentech dosahuji pgkeng.kg® (Kimmerer 2009B). Fluorochinolonova
antibiotika mohou vytvit stabilni komplexy s dvojmocnymi nebo trojmocnyiorty
kova, nag. s hacikem, vapnikem, hlinikem, Zelezem nebo zinkem ($ak8piteller
2007). \tSina fluorochinolonovych antibiotik je stabilnti&s hydrolyze a vysokym
teplotdm. Z povrchovych vod jsou odstoadny gedevsim fotolyzou, avSak persistence
a toxicita fototransformmnich produkii neni dosud spolehkvprostudovana (Cardoza et
al. 2005). Vyznamna je adsorpce fluorochinolonovanlibiotik na tizné typy pevnych
matric, nap. na exkrementy, j@u, aktivovany kal a sedimentyyikteré se mohou

uplatiovat hydrofobni a elektrostatické interakce a vodé&vazba. Adsorpce vigach
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a sedimentech zavisitgglevS§im na mnozstvi organického uhliku, na poditwé
frakce, ionto¥-vyménné kapacit a pH (Tolls 2001). Vysoka stabilita a silna sorpce
jsou vlastnosti, které vyznamampiispivaji k perzistenci fluorochinolonovych antiblot

v Zivotnim prostedi, coz vede ke snizeni jejich transportu, biagosisti a schopnosti
piirozené biotransformace (Girardi et al. 2011). N&paz-Cruz et al. (2003) studovali
degradaci flumequinu v kontaminovaném sedimentu3 Paésicich nebyla degradace
pozorovana a v sedimentu byly stale detekovanybakigrialni @inky. DalSi dikaz

o perzistenci fluorochinolonovych antibiotik poskytamtam et al. (2011), kienalezli

antibiotika v sedimentu starém vice jak 50 let.
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3 Hlavni aspekty bioremediace

Bioremediace nelze vyhodnotit pouze na z&klgobcateni a koncové
koncentrace polutaiitna sanovanych lokalitdch. Jedna se o komplikoyeioges, ktery
zavisi na mnoha faktorech, které bylynbyt kriticky hodnoceny fed, &Ehem i po

remedi&nim zasahu@brazek 4).

Bioremediace ]

b|odegradlace biosurfaktanty
metelltl)ollty kofenové exudaty
toxicita
"

Enwror:nrpentalm] { A [Biodostupnost
riziko y
sorpce

desorpce

Obréazek 4: Obecné faktory, které oviiwji vztahy mezi bioremediaci, biodostupnosti
a environmentalnim rizikem (upraveno z Ortega-Calval. 2013).

Pro uspdSnou dekontaminaci je zasadni vhodny drybemedig&ni techniky.
Bioremediace jsoudiSinou ekologicky Seti)Si a levrjSi oproti fyzikalré-chemickym
polutanfi nejsou schopné odstranit (Borja et al. 2005¢inkbst bioremedigiho
zdsahu lze odhadnout z biodostupnéhoftiédmoného mnozstvi polutant které se
negastji stanovuje pomoci mirnych analytickych exttalch metod (Cui et al. 2013,
Riding et al. 2013). Biodostupné mnozstvi je zafodiezity parametr, ktery slouzi ke
zhodnoceni environmentalniho rizika na kontamingeanlokalitach (Latawiec et al.
2011).

Bioremediace, biodostupnost a environmentalni oizjgkou vzajemé uUzce
propojeny. Bioremedimi metody jsou &Sinou zaloZzeny na biodegradaci polutant
Aerobni biodegradaagasto vede ke vzniku polafj§ich metabolii, které se v Zivotnim
prostedi snadyi Siii, jsou pro organismy vice biodostupné ag¢ktarych gipadech
i vice toxické (Steliga et al. 2012). Naopak imiaite hydrofobnich polutaintsiinou
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sorpci na fdni matrici vede kvyznamnému sniZeni biodostupmakce

a environmentalniho rizika (Alexander 2000). Biddpsost polutarit mize byt rovigz
ovlivnéna bioremedignim procesem,ipkterém nmize dochazet k tvotbbiosurfaktani
nebo fiznych kdenovych exuddét Tyto latky biodostupné mnoZstvi polutant
piirozere zvysuji,coz mize fispst ke zvySeni bioremediai innosti (Mohan et al.
2006). Spravna a efektivni aplikace remédiah metod a nasledné zhodnoceni
environmentalniho dopadu vyzaduji komplextisfup a Zzadné faktory by ném byt

opomijeny.

3.1 Remediace p ud a sedimen G kontaminovanych PCB

PCB se nachéazeji ve vSech slozkach Zivotniho imaist Nejvyznamsi je
jejich akumulace vidach a sedimentech.fi®zenad degradace PCB v Zivotnim
prostedi probiha velmi pomalu \idledku jejich perzistence. V stasné dob je
dostupn&ada remedignich technik, které Ize vyuZit k dekontaminaci,nméz¢ mnohé
z nich jsou stéle ve stadiu vyvoje. Neexistuje gedmiverzalni metoda, ktera by
problém kontaminace PCB spoleftlivyiesila. Uspdnost remediace zavisi na mnoha
faktorech, a proto se stale vice vyuzivaji kombénaznych technik, kteréimaseji
slibné vysledky. Remediai metody jsou zaloZzeny na biologickém, chemickéhaon
fyzik&lnim principu a Ize je aplikovain situ nebo ex situ (Gomes at al. 2013).
Jednotlivé metody jsouizre ¢asow narané, dale se liSi v céntvorke degradanich
produkti a konéném environmentalnim dopadu. Nasleduje ¢&tyu prehled

nejpouzivagjSich remediénich technik, ktery je doptm o nejno¥jSi poznatky.

3.1.1 Remedia éni metody zalozené na fyzikalnim nebo chemickém

principu

Capping. K fyzikalnim metodam pét tzv. capping. R této metod je
kontaminovany sediment uz@n do vrstvy inertniho materialu, dagtji pisku, jilu,
asfaltu nebo jemndrceného &tku. Povrchova vrstva isoluje kontaminanty od okoli
brani v jejich resuspendaci a transportu ve vodpfostedi (Agarwal et al. 2007).
V posledni dob se zé&alo pouzivat aktivni uhli, které zvySuje imobiliz&CB sorpci
(Fairey et al. 2010). DalSi vyhoda aktivniho ulpb&va v tom, Ze na jeho povrchu

mohou fist rizné mikroorganismy, které mohou vyznamprispivat k degradaci
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sorbovanych PCB (Mercier et al. 2013). Relatimedavno vysSly dva souborgi&nky,
které se zabyvaji remediaiti situ s vyuZzitim aktivniho uhli (Hilber a Bucheli 2010,
Rakowska et al. 2012). Hlavni nevyhodou této metmjyZze po ufité dokd miaze
dochéazet k erozi izotai vrstvy a naslednému uveélm kontaminant (Choi et al.
2009).

Mikrovinné zareni. Rozkladem PCB vimach pomoci mikrovinného &ni se
zabyvali Abramovitch et al. (1999). Mikrovinna egier je adsorbovanar@devsim
porovou vodou a molekulami kontaminantNasledd miaze dochazet k termalni
desorpci, rozkladu nebo vitrifikaci (Wu 2008). NeysjSi prace ukazaly, ZefippouZiti
mikrovinného z&eni v kombinaci s oxidem mangaitym, je mozné dosahnout vysoke
degradani &innosti, ktera u di- az hexa- chlorovanych kongéngievySuje 50 %
(Huang et al. 2011).

Termalni desorpce.Pri termalni desorpci je kontaminovany material izam
obvykle na teplotu 300 az 450 °€imZ dochazi k uvokni kontaminant z pevné
matrice. Desorbované plyny jsou naslkedpalovany fi teplotach 900 az 1200 °C
(Kastanek a Kastanek 2005). Termalni desorpce l@iwes U¢inna metoda, pomoci
které se pod#do odstranit vice nez 80 % PAU a PCB z kontamimyeh zemin
a sediment (Baker et al. 2006), nicmé&énmuze veést ktvord vysoce toxickych

polychlorovanych dibenzodioxina polychlorovanych dibenzofunraiiSato et al. 2010).

Reduktivni dechlorace Fri reduktivni dechloraci dochazi k postupnému
odstraiovani molekul chloru z PCB¢imz vznikaji kongenery s nizSim  stujom
chlorace a nasledrbifenyl. Reakce je né&astji katalyzovana kovy, napnulamocnym
Zelezem, niklem, zinkem, olovem neboédh (Kubatova et al. 2003). Reduktivni
dechloraci se podrobnzabyva prace autbrWu et al. (2012). Nejn@Si studie
naznuji, Ze remediace pomogichto metod stale neni spolelivyieSena. Auth se
stale snazi dechloraci optimalizovatdaegtji pomoci kombinace vice technik (Chen et
al. 2013, Zahran et al. 2013).

Oxidace pomoci ozonu. K oxidaci PCB v kontaminovanych ugach
a sedimentech Ize vyuzit ozon. Degradaci 2,2"-ditiflenylu a 2,3,4,2°,3",4"-

hexachlorbifenylu studovali Cassidy et al. (2002ysledky ukéazaly, Ze ip ozonizaci
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muze dojit ke Stpeni aromatického kruhu a k nahrazeni d@ahloru hydroxylovymi
skupinami. Bhem degradace byly detekovany 2-hydroxybenzoové&lins a 2,3,4-
trinydroxybenzoova kyselina. Tato technika je iiglat U¢inna, nicmen v sedimentech,
které obsahuji sés miznych kontaminarit vede ke vzniku velkého mnoZstvi produkt
rozkladu (Andy et al. 2008). Néasledné hodnocenikaizemediovaného sedimentu
muze byt velice obtizné, protoze informace o peraista toxici¢ vzniklych produkd

jsou &tSinou nedostupné.

Oxidace pomoci peroxidu vodiku.Oxidace PCB pomoci peroxidu vodiku,
resp. hydroxylového radikalufgdstavuje dalSi moznost jejich transformace (Maozan
et al. 2004). Autarm Ahmad et al. (2011) se pdda odstranit z kontaminovanych
zemin 48 a 94 %ftomnych PCB. GC/MS analyza degradih produki ukazala, Ze
reakce s peroxidem vodiku vedla k dechloraci a b&dnydroxylovanych derivét
Zadné chlorované produkty rozkladu nebyly po deacadetekovany.

Organickd rozpousgdla. PCB lze z kontaminovanych zemin extrahovat
pomoci organickych rozpoustel (Majid et al. 2002, Murena a Gioia 2009k P
aplikacich in situ je oproti ex situ zvySené riziko Uniku rozpou&tel nebo
vyextrahovanych polutamtdo okolniho prosedi. Chemické metody jsou relatévn
rychlé a umoiuji odstranit vysoké koncentrace kontamirannicmért hlavni
nevyhodou je jejich finami nar@nost. Vysokeé teploty a organicka rozpad$a mohou
zarove prispivat k rozkladu struktury remediovanyaidp

3.1.2 Remedia éni metody zaloZené na biologickém principu

Biologické metody zahrnuji ipdevSim fytoremediace, mykoremediace
a bioremediace pomocfiaznych druti mikroorganisni. K biologickym metodam lze
castén¢ zaadit i prirozenou atenuaci. Tyto techniky jsou ve srovnaohemickymi
metodami ¥tSinou dlouhodobé, nicménlevrgjSi, spol€éensky ijatelnejSi a maji
mensi environmentalni dopad na Zivotni prexit (Busset et al. 2012).

Prirozena atenuace.B¢hem irozeného sniZzovani kontaminaceiirpzené
atenuace, jsou polutanty odstoaany bez lidského zasahu biologickymi, chemickymi

a fyzikalnimi procesy vyskytujicimi se v Zivotninrogiedi. Tyto procesy zahrnuji
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zejména degradace, disperzeni, ®kani, sorpce a chemické nebo biochemické
stabilizace. Brozena atenuace jgasos¥ nara@na a vyzaduje dlouhodoby monitoring
(Morgan a Sinke 2005). Kombinacérpzené atenuace s aktivnim zasahenZervést

ke zvySeni dinnosti a k vyznamnému zkraceni samiadoby (Secher et al. 2013).

Fytoremediace. Pri fytoremediaci se mohou upigitvat izné mechanismy.
Nejcastji dochazi k fytoextrakci a akumulaci PCB vikoech nebo listech rostlin
(Whitfield Aslund et al. 2007). Fytodegradace PCBostlinnych biikach probiha
relativné pomalu a mze vést k uvalovani toxickych metabolitdo Zivotniho prosedi
(van Aken et al. 2010). Na transformaci se podilgjména cytochromy P-450
a peroxidasy (Mackova et al. 1997). 8asné studie jsou zatieny edevsSim na
rhizoremediace, ip kterych dochézi k mikrobialni degradaci PCB v zdsfée.
Kofenové exudaty, népcukry, amino kyseliny, organické kyseliny, flawitdy nebo
terpeny mohou sobit jako fistové faktory, coz vede ke zvySeni mikrobialni \akti
a nasledaé degradace (Toussaint et al. 2012). Ke zvySeénminasti fytoremediace se
zataly pouzivat transgenni rostliny, do kterych je sere bakterialni gen kodujici nap
bifenyl dioxygenasu (Novakova et al. 2009). DalSdzmosti je genetickd Uprava

bakterii, coZz miZze vést ke vzniku stabilnich rhizosfernich koldBSiylvestre 2013).

Bioremediace pomoci mikroorganisni. Jedna se o metody zaloZzené na
degradaci PCB zejména pomoci specifickych baktagbo nespecifické dalni
mikroflory. Kompostovani je technika, ktera s&zig pouziva k degradaci ropnych
uhlovodiku nebo PAU a jeji princip je vydlen v kapitole 3.2.2. Bkolik autofi
pouzilo tuto techniku i k remediaciig kontaminovanych PCB.

Michel et al. (2001) zjistili, Zze dhem kompostovani dochazi kegnostni
degradaci kongengrs 1-3 atomy chloru a k efektivni remediaci jeipba kombinace
s dalSimi metodami. Brandli et al. (2007) zaznariebghem kompostovani 10%
pokles vysoce chlorovanych PCB. Ty byly transfordmy za vzniku kongengér
s nizSim stupgm chlorace, jejichz koncentrace vzrostla o 30 %laiRa¢ slibné
vysledky ziskali Zhang et al. (2013), Ktelegradovali perzistentni PCB anaerobnim
kompostovanim. Dechlorace byla zavislA na koncentr&CB a Zivin
v komtaminovanych zeminach.fiPkoncentraci 1 mg.K§ PCB byly kongenery s 5

a vice atomy chléru degradovanytizne ze 40 %.
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komunity a pozicich atotn chléru na

Obrazek 5: Zakladni schéma bakterialni degradace
PCB v anaerobnich i aerobnich podminkach

nachazeji tzné druhy anaerobnich (UPraveno zLyon aVogel 2011).

bakterii, které mohou jednotlivé

bifenylovém kruhu. V sedimentech se

kongenery degradovaiznymi mechanismy (Alder et al. 1993). Nicnddaylo zjiS€no,

Ze atomy chloru wnetaa para pozicich se od&puji snadgji nez chlory v pozicich
ortho (Quensen et al. 1990). Napdegradace tetrachlorbiferiyppak vede k tvorb
ortho substituovanych mono nebo dichlorbifeniViegel a Wu 2000). Mezi anaerobni
bakterie, které se potil isolovat ze sedimefit pati nag. Desulfitobacterium,
Dehalobacter restrictus, Dehalospirillum multivosarDesulforomonas chloroethenica
a Dehalococcoides ethenogendblolliger et al. 1998). Toxicita, karcinogenita
a perzistence PCB roste se stmnchlorace. Kongenery, které maji atomy chiléru
Vv metaa para pozicich se chovaji jako vysoce toxické dioxingf€s1993). Anaerobni

dechlorace tudiz vede k vyznamnému snizeni envieotd@mniho rizika.
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Pri degradaci wtSiny PCB se uplatije tzv. kometabolismus,fipkterém PCB
vstupuji do metabolické drahyipzeného substratu fiPaerobni degradaci jsou PCB
transformovany v metabolické draze bifenylu (Konwaricet al. 2003). Do molekuly
PCB je nejprve vnesen kyslik pomoci bifenyl 2,3xggenasy za vzniku cis-
hydrodioki. Cinnosti dehydrogenasy pak vznikaji dihydroxybifgnyl Dalsi
dioxygenasa Zzisobuje Sfpeni kruhu a po néasledné hydrolyze dochazi ke wznik
chlorbenzoovych kyselirQbrazek 5 Lyon a Vogel 2011.

Chlorbenzoové kyseliny inhibuji transformaci datSRCB a maji vysSi toxicitu
nez mateské molekuly (Sondossi et al. 1992). Chlorbenzokysgeliny se mohou
v Zivotnim prostedi akumulovat, a aby dochazelo k jejich degradacitSinou nutna
piitomnost dalSich mikroorganisim nagg. bakterii Pseudomonas aeruginosa
aPseudomonas putid@orja et al. 2005).

Degradaci PCB lIze podfb ptidavkem bifenylu, protoZe indukuje tvorbu
degradanich enzyni (Yagi a Sudo 1980). #které monochlorbifenyly mohou slouzit
jako zdroj uhliku a energie a jsou zcela metabuobhny. Nap. bakterie rodu
AcinetobacterArthrobacter, Pseudomonas a Micrococgssu schopné metabolizovat
4-chlorbifenyl (Furukawa et al. 1978, van Aken aald 2011).0Ortho substituované
kongenery jsou vice rezistentniicv mikrobidlni degradaci pra¥godobré kvili
sterickym zabranam atamchléru. Ty brani fistupu molekuly do aktivniho mista
bifenyl 2,3-dioxygenasy. Nicmén se podg#lo isolovat aerobni bakterie néap
Burkholderia xenovoran$.B400, Burkholderia cepaciaa Ralstonia eutrophaH850
(Gibson et al. 1993, Goris et al. 2004, Field arg@idlvarez 2008), které maji bifenyl
3,4-dioxygenasu umdgjici transformaci perzistentniclortho substituovanych
kongenei.

Mezi aerobni bakterie degradujici PCB lzeragit rody Achromobacter,
Burkholderia, Pseudomonas, Sphingomonas, Rhodosp&amamonas, Norcardia,
Arthrobacter, Acinetobacter, Aeromonas, MicrococcuBacillus, Enterobacter,
Streptomyces, PaenibacillagCorynebacteriuniPieper 2005).

Podrobny pehled publikaci, které se zabyvaji anaerobni i la@ralegradaci
PCB, je uveden v praci aufolGomes et al. (2013). Mnoho z nich studuje degriadac
v laboratornich podminkach v éte kontaminovanychjmach a sedimentech. Ziskané
vysledky \&tSinou nelze fimo prenést do realnych podminek, kdézea byt degradace
limitovana v disledku silné sorpce PCB na organickou matrici, eede ke snizeni

biodostupného mnoZstvi (Liu et al. 2007).
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Mykoremediace pomoci ligninolytickych hub. Houby bilé hniloby jsou
dievokazné houby, které pomoci extracelularnich efizyiozkladaji pedevsim
ligninovou slozku €eva. Houby bilé hniloby p#&t mezi basidiomycety a hlavnimi
zastupci jsou rodyBjerkandera Dichomitus Phanerochaete Pleurotus Trametes
(Pointing 2001). Mezi ligninolytické enzymy hub bile hniloby jsotazeny lignin
peroxidasa (EC 1.11.1.14), mangan-dependentni jplaxe (EC 1.11.1.13), versatilni
peroxidasa (EC 1.11.1.16) a lakédza (EC 1.10.3.%)aSa Svobodova 2006. Vysoky
degradani potencial enzyin ktery je dan pedevSim jejich nizkou substratovou
specifitou, 1ze vyuZit k rozkladuiznych organickych polutaint nag. PAU (Bhatt et al.
2002), syntetickych barviv (Baldrian 2004) neboocfdnoli (Valli a Gold 1991).
Transformace PCB pomoci ligninolytickych hub je aprPAU relativie malo
prostudovana. V roce 1985 byla publikovana prvrdcpr ktera byla zagrena na
degradaci PCB pomoci ligninolytické houl3hanerochaete chrysosporiufEaton
1985) Pozdji bylo zjisttno, Ze houby bile hniloby jsou schopné degradosht |
samostatné kongenery (Dietrich et al. 1995), talrabiné komeéni snesi (Yadav et
al. 1995). Ligninolytické houby snag&gindegraduji kongenery substituované v polohach
ortho. Kongenery substituované v pozicianeta a para maji vySSi perzistenci
(Kubétova et al. 2001). Degradace PCB pomoci ligigtitkych hub jsouwtasto spojeny
se studiem extracelularnich nebo intracelularnichyei a jejich aktivit (Plakova et
al. 2012, Ichinose 2013).

Moeder et al. (2005) se zabyvali biodegradaci P&Bmegni snesi Delor 103
pomoci houbyPleurotus ostreatusZ vysledki vyplynulo, Ze dinnost degradace
jednotlivych kongenér klesa s p&tem atoni chloru v molekule PCB. Autosowasre
zjistili, Ze nedochazi k vyznamné akumulaci PCBoultovém myceliu.

Kamei et al. (2006A) popsali transformaci ‘4dichlorbifenylu houbou

Phanerochaete chrysosporiutdlavni metabolity byly identifikovany jako 2-hyaky-
a 3-hydroxy-4,4dichlorbifenyl. Hydroxylované derivaty byly nast@dmetabolizovany
na 4-chlorbenzoovou kyselinu, 4-chlorbenzadehydcaldrbenzylalkohol. 2-hydroxy-
4,4-dichlorbifenyl byl sodas® methoxylovan Qbrazek 6). Hydroxylace
a methoxylace byla také pozorovana u tetra a pameovanych kongengérKamei et
al. 2006B).

Degradéni innost PCB se pokusili zvysit Federici et al. (2Dp2moci dvou
remedi&nich technik. Auté pouzili imobilizované mycelium houblentinus tigrinus

a bioaugmentaci k odstr&am Arocloru 1260 pochazejiciho z dlouhodob
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kontaminované zeminy, coZipeslo relativ@ slibné vysledky. Z fidy bylo odstrasno
34 % PCB po 60 dnech kultivaceck®li maji nékteré ligninolytické houby schopnost
PCB rozkladat, stale nejsou dostupné kamieraplikace vhodné k remediaciigp
a sedimerii.

K objasréni transformanich mechanisin prispivaji nejenom experimentin
vivo, které vyuZivaji k degradaci celé houbové kultadg i experimentyn vitro, pri
kterych jsou PCB degradovany purifikovanymi exttalzanimi ligninolyticky enzymy
(Linhartova 2010). Pozitivni vysledekin vitro pokusu pinesly degradace
hydroxylovanych PCB pomoci lakazy izolované z kmen&rametes versicolor
aPleurotus ostreatu@eum a Li 2004, Fujihiro et al. 2009).

V souwasné dob jsou publikovany prace, které studuji degtadanechanismy
na molekularni arovni. N&pNakamura et al. (2012) identifikovali geny cytochrom
P450 monooxygenasy izolované z druBblebia brevisporaExpresi ge@ kddujici
lakazu v pitomnosti PCB nebo jejich transfortimach produkii (chlorbenzoovych
kyselin) se zabyvali Gayosso-Canales et al. (2@1R2)gkova et al. (2012).

Chlorbenzoové kyseliny vznikaji@devsim mikrobialni aerobni degradaci PCB.
Bakterie degradujici PCB ale nemaji schopnost diegat chlorbenzoové kyseliny,
¢imz dochazi kjejich kumulaci v préetli a nasledné inhibici dalSi bakterialni
degradace PCB (Pieper a Seeger 2008).

Publikaci, které se zabyvaji bakterialni degradddorbenzoovych kyselin je

relativre malo. Byly objeveny é&které bakterie roduPseudomonas, Burkholderia

\ COOH CHO CH,0H
cl Cl cl

Obrazek 6: Degradace 4,4 -dichlorbifenylu pomoci ligninoly#c houby
Phanerochaete chrysosporiuumpraveno z Kamei et al. 2006A).
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aAlcaligenes které jsou schopny vyuzivat chlorbenzoové kysejako zdroj uhliku
a energie (Haggblom 1992). Ogawa et al. (2003)iead? (2005) popsali bakterialni
rozklad mono a dichlorbenzoovych kyselin, kteryéasgji vede k tvorlg katecholu
nebo chlorokatechdl

Transformace chlorbenzoovych kyselin pomoci lighitickych hub nebyla
dosud studovdna. Pouze Ning et al. (2010) zazndmeswyanamnou indukci
cytochromu P450 houbyhanerochaetechrysosporiumyv pritomnosti meta a para

chlorbenzoovych kyselin a kyseliny benzooveé.

3.1.3 Soucasny vyvoj remedia ¢nich metod

V souwasné dob pokraiuje snaha o izolaci ¢innych bakteridlnich kmen
schopnych degradovat komplexni é&in kongenel a chlorbenzoovych Kkyseliny.
NejnowjSich prace se také zabyvaji degtadmi enzymy a mechanismy na
molekularni drovni. Tyto poznatky mohou byt naskeghouzity k gipraw geneticky
modifikovanych bakterii, které seibiodegradacich PCB stéle vice pouZivaji (Liu et
al. 2010, Saavedra et al. 2010).

Chang et al. (2013) izolovali bakterRhodococcusp. SK-1, SK-3, SK-4 a
Aquamicrobium sp. SK-2 =z odpadniho kalu. Bakterie itpmnosti bifenylu
degradovaly Siroké spektrum aromatickych &émin Wetne PCB. Nej@inngjsi byl
kmen SK-2, ktery rozkladal mono aZz hexachlorovaoggenery. VSechny izolované
druhy byly také schopny vyuZivat 4-chlorbifenyl aclorbenzoovou kyselinu jako
zdroj uhliku a energie.

Cao et al. (2011) studovali katalytickou aktivitazebného mista bifenyl 2,3-
dioxygenasy pochézejici z baktefimterobactersp. LY402. Vysledky této prace by
mely prispeét k rozvoji novych metod zaghenych na cilenou modifikaci aktivniho mista

Ganesh-Kumar et al. (2013) popsali novy bakterigmen Stenotrophomonas
sp. JSG1, ktery byl schopny degradovat Aroclor 1354-chlorbenzoovou kyselinu.
Autorim se sotiasré poddilo amplifikovat a naklonovat gerbphC kodujici
dioxygenasu gpici aromaticky kruh bifenylu.

Vlivem riaznych kongenér na sloZeni bakterialni komunity a na expresyagen
kodujici bifenyl dioxygenasy se zabyvali atitaCorrea et al. (2010). tBobeni
kongeneil s vysokym stup#m chlorace a Arocloru 1242 vedlo k pomnoZefidevsim
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[-proteobakterii a acidobakterii a gaaré doslo k expresy dvou z#yi testovanych
geni, bphD.1.B abphD.2.A/B.

Liu et al. (2010) a Power et al. (2011) pracovaliselemi kyseliny alginoveé,
které pouzili jako noge pro geneticky upravené bakteRseudomonas fluorescens.
Tato technika umoznila snazsi aplikaci bakteriikdataminovanych {pd a naslednou
detekci biodostupného mnoZstvi a biodegradace PE&Boabenzoovych kyselin.

Jedna metoda, pomoci které by bylo mozné odstv@eithny kongenery PCB
i vSechny toxické metabolity z kontaminovanyaid@ sedimerit neexistuje, nicmen
se objevuji nové kombinace remaetfiich technik, které imaseji slibné vysledky.
Ucinnost bakterialni degradace PCB zvysili hdpagervold et al. (2011) a Payne et al.
(2013) bioaugmentaci, Chun et al. (2013) elektticktimulaci nebo Vasilyeva et al.
(2010) gidavkem aktivniho uhli.

3.2 Remediace p ud a sediment U kontaminovanych PAU

Pida kontaminovand PAU podléh& vyhlaSce Ministerstvatnino prostedi
o podrobnostech nakladani s odpady 383/2001 Sdra ktyla naposledy novelizovana
28.2.2014. Besahnou-li koncentrace PAU stanovené &aindimity, musi dojit
k remediaci kontaminovaného priesti. Cilem remedimich metod je Uplné odstram
PAU z prostedi nebo jejich fevedeni na meéntoxické latky. PouZivané remedid
techniky jsou zalozeny na fyzikalnim, chemickém mebiologickém principu.
Remedi&ni metody aplikovanén situjsou WtSinou levijSi ve srovnani s metodarmex
situ, nicmért jejich hlavni nevyhoda sptva v obtizné kontrole sa@iho procesu.
Remedi&ni techniky pro fidy kontaminované PAU jsou v stasné literatte podrobg
popsany (Samanta et al. 2002, Gan et al. 2009).letidgs striny prehled

nejpouzivagjSich metod, ktery je dopin 0 nejno¥jSi poznatky.

3.2.1 Remedia éni metody zaloZené na fyzikalnim nebo chemickém

principu

Extrakce pomoci rozpoustdel. P¥i této metod se PAU z kontaminované
zeminy uvohuji a prechazeji do roztoku. Extrékim cinidlem je nefasgji voda
s pridavkem organického rozpoddta (Rababah a Matsuzawa 2002). Extrak

acinnost vodného roztoku ethanolu, 2-propanolu, ameta 1-pentanolu testovali
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Khodadoust et al. (2000). Auton se podila pripravit takova smés rozpoustdel,
pomoci které odstranili z dlouhodolontaminované zeminy 95 %ifmnych PAU.
Uginnost metody je zavisla nejenom na typu pouzitéktakiniho ¢inidla, ale i na
poneru pady a rozpousdla v extrakni cele (Silva et al. 2005). Tyto metody se
v sowasné dob pouzivaji jen omezen protoze jsou nakladné &implikaci in situ
hrozi kontaminace okolniho prosdi.

Extrakce pomoci surfaktanti. Surfaktanty jsou latky s bipolarni chemickou
strukturou, kterd se skladd z hydrofilsésti a hydrofobniho konce. Surfaktanty
vytvéreji ve vodném prostdi micely, které zvySuji rozpustnost PAU. Ahn le{2008)
extrahovali fenanthren z ufke kontaminované zeminy pomoci surfaktaiiveen 40,
Tween 80, Brij 30 a Brij 35. Vysledky ukazaly, Zeuwditi surfaktantu Brij 35 #&lo
nejvySsi dinnost a z pdy bylo odstradno 84 % pitomného fenanthrenu. Peng et al.
(2011) se zabyvali dalSimi parametry, které auliv vytéZnost extrakce. Autozjistili,

Ze extrakce vyznangrzavisi na koncentraci surfaktantu, pgmkapalné a pevné faze a
extrakenim ¢ase, a naopak nezavisi na tefldtickteré nedavné prace upozornily na
problémy spojené s aplikaci surfaktanBylo zjiS€no, Ze se surfaktanty mohou pévn

sorbovat na fdni matrici, coZz mze vyznami zvySovat i sorpci PAU (Zhou a Zhu

2007, Ahn et al. 2008).

Extrakce pomoci cyklodextrini. K extrakci PAU z kontaminovanych zemin
lze pouzit i cyklodextriny, coz jsou latky s hydsbhi dutinou, ve které se mohou
nepolarni polutanty absorbovat. Cyklodextrinyegstavuji netoxickou alternativu
k surfaktanim a organickym rozpou&tlum. Viglianti et al. (2006) porovnavali
extrakeni  (€innost p-cyklodextrinu, methyjs-cyklodextrinu a hydroxypropys-
cyklodextrinu. Z vysledk vyplynulo, Ze se &innost v uvedeném padi cyklodextrir
vyznamr zvySuje. Slibné vysledkyimesla prace autdrPetitgirard et al. (2009), kiie
snizili spotebu methylg-cyklodextrinu tim, Ze ho dnem remediéniho procesu
opakova® regenerovali. Na dlouhodéb kontaminovanych zeminach testovali
cyklodextriny Sanchez-Trujillo et al. (2013). Nepdi extrakni &innosti bylo
dosaZzeno u lehkych PAU. S rostoucimtteon aromatickych kruhv molekule PAU
acinnost extrakce klesala, coz souvisi stvarem aikosi nepolarni dutiny
cyklodextrini. Relativré nizké vytzky u PAU s 5-6 aromatickymi kruhy mohly také
souviset s velikosti biodostupné frakce, kterowidutlanku nestanovili. V saiasné
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doke se extrakce s cyklodextriny pouzivaji nejenom saat@, ale také jako pomocné
metody vedouci ke zvySeni rozpustnosti a dostupmpadtitanti pro jiné remediéni
techniky (Sun et al. 2012A).

Chemickéa oxidace. K remediaci jd kontaminovanych PAU se wgeptji
pouziva Fentonova reakce nebo oxidace ozonem. d&klaFentonovainidla je
peroxid vodiku, ktery se wfiomnosti Zeleznatych ioint rozklada za vzniku
nestabilniho hydroxylového radikalu a ten nastedeaguje s molekulami polutant
(Rivas 2006). Degradace je zavisi®gevsim na vlastnosteclidy. Hydrofobni PAU
se mohou snadno sorbovat nadpi organickou hmotu, coZz vyznagrsniZuje
remedi&ni ¢innost metody (Jonsson et al. 2007). d&gradaci mohou vznikat vysoce
toxické produkty rozkladu (Flotron et al. 2005)ib8E vysledky finesla prace autér
Ferrarese et al. (2008), kiteodstranili 95 % PAU z kontaminovaného sedimentu
pomoci Fentonovainidla, které modifikovali pidavkem katecholu. V séasné dob
bylo publikovano #kolik dalSich praci, které jsou zareny na studiumtznych druli
modifikator, které zvysuji tinnost Fentonovy reakce (Laurent et al. 2012, Usetan
al. 2012). Spolehlivych vysledkdegradace PAU lIze dosahnout i s pouZzitim ozonu
(Rivas et al. 2009), ¢ckoli bylo prokadzano, Ze Fentonova oxidace je opoxonu

acinngjSi (Jonsson et al. 2006).

Fotokatalyticka oxidace. Pxi fotokatalytické oxidaci vynikaji {gsobenim UV
z&eni za sotasné katalyzy né&pstji oxidem titantitym hydroxylové radikaly, které
iniciuji degradacitznych polutant. Tato metoda naSla upléti zejména p remediaci
odpadnich vod (Ahmed et al. 2010, Sin et al. 20N&davné prace ukazaly, ze lze
metodu pouZzit i k odstréani PAU z povrchu kontaminovanych zemin (Zhang et al
2008, Dong et al. 2010). Fotokatalytickou oxidacdmbre studovali také Woo et al.
(2009). Autdi popsali degradmi produkty naftalenu, acenaftylenu, fenanthrenu,
anthracenu a benzo(a)anthracenu. Ke zhodnocenoxagity PAU a meziproduki

v pribéhu remediace pouzili autdest Microtox.

Elektroosmotickd remediace.Elektroosmotickda remediace je metoda, kterou
Ize aplikovatin situ. Na elektrody, které jsou instalovany do kontanaar@ zeminy, je
vloZeno napti, ¢imz dochazi k migraci a postupnému odstnariézkych kowi nebo

organickych polutarit majicich naboj (Kim et al. 2012). Neutralni molgkse mohou
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pohybovat elektroosmotickym tokem. Tohoto jevu hrguzit k odstrasni PAU,
nicmeéré je nutné zvysit jejich rozpustnostiggavkem surfaktaidtnebo cyklodextrit.
Sorpce PAU na povrchuignich¢astic vyznama sniZzuje @dinnost metody (Pazos et al.
2010). Kkoli se touto technikou zabyvatada autar (Gomez et al. 2009, Alcantara et
al. 2010), proces stale neni optimalizovan proé¢smPAU v dlouhodob

kontaminovanych zeminéch a pro experimenty v pao@znim a provoznim &fitku.

Termalni metody. Do této skupiny lze zadit termalni desorpci, ip které
dochazi kd&kani organickych polutafit z pevné matrice. Plynné polutanty jsou
zachytavany na sorbentech nebo spalovasigeB desorpce tize teplota dosahovat az
450 °C (Gan et al. 2009). DalSi moznosti je spalbzéminy pi teplotach 870-1200
°C, kdy dochazi k uplnému rozkladu aromatickyclroubtliki (Acharya a Ilves 1994).

3.2.2 Remedia ¢ni metody zaloZené na biologickém principu

Fytoremediace. Je metoda, kter4 nalezla upkath predevSimin situ. Bylo
zjisteno, Ze tizné druhy rostlin jsou schopnyijimat organické polutanty kenovym
systtmem a nasleéinje degradovat (Newman a Reynolds 2004). Fytoreacédi
dlouhodolé kontaminovanych zemin se zabyvali Rezek et al0O§20Pomoci travy
Lolium perennebylo ze zeminy éhem 18 misial odstragno piblizné 50 % PAU
s vyjimkou aromdt s 5—-6 kruhy. Slibné vysledky fipesla kombinace fyto- a
bioremedi&nich technik. Huang et al. (2004) odstranili z kkaninované zeminydnem
12 mesiar priblizne 78 % PAU. Dokonce i¢kké PAU jako indeno(1,2,3-c,d)pyren,
dibenzo(a,h)pyren, benzo(g,h,i)perylen a benzo(ajppyly degradovany z 32-58 %.
Degradéni innost £zkych PAU uspsre zvysili také Parrish et al. (2005), kitgred
fytoremediaci pouZzili metodu kompostovani nebo |éaning. Sodasné prace jsou
casto zamreny na studium interakci mezi rostinou a mikrokiakomunitou
v rhizosfée, kterd& ma velky degratld potencial (Gerhard et al. 2009, Tejeda-
Agredano et al. 2013). DalSi zlepSeni fytorem@dich technik je spojeno s pouzivanim

transgennich rostlin (Abhilash et al. 2009).
Bioremediace pomoci mikroorganisni. Jedna se o metody zaloZzené na
biodegradaci PAU pomoci specifickych bakterii, hiéss nebo nespecifickéagni

mikroflory. Tyto techniky jsou relativh levné, jednoduché, nevyZaduji slozZitou
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instrumentaci, jsou ekologicky 3etrné a lze jekaplatin situ. Uginnost remediénich
metod ntiZze byt limitovana nizkou biodostupnosti polutaatjejich vysokou toxicitou.
Rychlost biodegradace ro¥h zavisi na vlastnostech mikrobialni populace a na
vlastnostech kontaminované lokality, kde seasfji monitoruji pH, teplota, vihkost,
redoxni potencial, dostupnost kysliku a Zivin. Bioedigni metody maji izna
uspdadani a népstji se pouziva:

» Bioventing, ktery je zaloZzen na aktivnim provzdo$ani kontaminované
zeminy, coz usnagije aerobni mikrobialni degradati situ (Spain 1994).
Bioventing je UspSny @i dostaténém pitoku vzduchu, ktery zajisije aerobni
podminy v @dé, kde se satasré musi nachazet mikroorganismy degradujici
PAU (Matja 2006).

* Biostimulace je metoda, P které se do kontaminovan&qy vpravuji Ziviny,
nag. kyslik, dusik, nitraty, fosfaty a uhlik, coz stilje nist autochtonnich
mikroorganisni a urychluje biologicky rozklad polutan{fMohan et al. 2006).

» Principem bioaugmentace je cilené vneseni mikrobialni populace v patob
inokula do kontaminované zeminy. Inokulum j@opaveno tak, aby obsahovalo
mikroorganismy, které jsou schopné degradovat wndrpolutanty (Lyon a
Vogel 2011).

 Pf metod Land farming dochazi k aerobnimu mikrobialnimu rozkladu
polutanti v tenkych vrstvach (10-35 cm). \yena zemina se naveze
arozprost na plochu obvykle pobliz kontaminované lokalitkde je
obohacovana Zivinami a provzdwa§ana oranim nebo kignim. ProtoZze se
kontaminovana zemina zpracovava Vv blizkosti sveltEZzeni, nejedna se
o0 metoduin situ, ale o techniku on site (Gan et al. 2Q0BYlo prokazano, Ze
pomoci metody Ize Ugpre odstranit pedevSim nizsi derivaty PAU (Straube et
al. 2003). Pro vice perzistentni polutanty, jakoujsPCB, kreozot nebo
pentachlorfenol je tato technika nevhodna (Wan@letl990, Mueller et al.
1991). Hlavnim limitujicim faktorem je tloti&a vrstvy kontaminované zeminy.
U¢inna biodegradace probihd pouze do hloubky 30-40 &ychlost
mikrobialnino rozkladu je také vyznaghn ovlivnéna powtrnostnimi
podminkami (Picado et al. 2001).

» Bio pile je dalSi technika on sitefipkteré se vyZena zemina naveze na

hromady o vySce 2-3 m.iRt prirozené mikroflory, ktera secastni degradace
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polutanfi, je podpeen pidavkem Zivin a provzda®vanim (Mohn et al. 2001).
Tato metoda stefn jako land farming je vhodna kremediaci lokalit
kontaminovanych nizSimi derivaty PAU nebo ropnyrhlavodiky, které jsou
snadgji odbouratelné (Iturbe et al. 2004).

« Kompostovani je tizeny biologicky procesex sity pii kterém se vyizena
kontaminovana zemina smicha s kompostovacim stdstrgako jsou nap
hobliny, sldma, chlévskd mrva nebo zeleny odpaadviim vylkErem substratu
je zajisStna spravna porosita kompostu a vyvazenost obsalikuul dusiku.
Tyto parametry jsou spolu steplotou a vlhkosiiledité pro podporu
termofilnich mikroorganisiin Kompostovaci proces obvykle prochazkalika
teplotnimi fazemi, &hem kterych se fpozere meéni pritomna mikroflora
(Fogarty a Tuovinen 1991). Kompost musi byt dostét@rovzdugovan,¢imz
je podpden aerobni biologicky rozlad poluténtKkompostovanim lze ugpns
odbouravat &které vybusniny (Bruns-Nagel et al. 1998), alifiefiauhlovodiky
(Vallini et al. 2002) a dokonce i PAU (Cajthaml a3k 2005).

VSechny tyto bioremedéai metody jsou zaloZeny na mikrobialnim rozkladu
polutanfi. PAU WtSinou slouzi jako zdroj uhliku a energie (Wilsonl@nes 1993).
Obecné schéma aerobni biodegradace PAU je uvedastordwku 7 (Cerniglia 1992).

Nekteré eukaryotické organismy oxiduji PAU pomoci ocytromu P450.
Vznikly arenoxid je nasledn hydrolyzovan epoxid hydrolasou za vzniktans
dihydrodioli (Sutherland 1992) nebo dochazitkgmyku za vzniku hydroxy derivat
které mohou vytvi&et konjugéty s dalSimi sléaninami (Wunder et al. 1994). Tento
proces nevede k ziskani energie nebo zdroje ubljkdna se ol detoxifikasni.

Houby bilé hniloby produkuji extracelularni lignigtické enzymy, které
radikalovym mechanismem iniciuji oxidaci PAUii [xteré dochazi k tvogbchinoni
(Sutherland et al. 1991). Nasledna degéadaesta chinain neni dosud spolehkiv
popsana, nicménmiaze vést kcéast&né mineralizaci a produkci oxidu uitého
(Wolter et al. 1997).

Bakterie v aerobnim prasdi oxiduji PAU dioxygenasou za vznikds
dihydrodioki. Cinnosti cis-dihydrodiol dehydrogenasy nasledwznika katechol, ktery
podléhdortho nebo meta S&peni, na kterém se podileji specifické intradioébo

extradiol- dioxygenasy (Smith 1990). Princip tétgrhdéni drahy plati obecna je
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Obréazek 7: Obecné schéma aerobni biodegradace PAU (uprav€eoniglial992).

vyuzivan bakteriemi k transformadianych aromatickych sl@enin (Peng et al. 2008,
Seo et al. 2009).

Bakterie degradujici PAU bylyfevazrie izolovany z kontaminovanychigd a
sedimeni. K negastji studovanym zastugien pati bakterie roduPseudomonaspp.,
Mycobacterium spp., Haemophilus spp., Rhodococcusspp. a Paenibacillus spp.
(Haritash a Kaushik 2009).

Pokud neni v prostdi dostatek kysliku, fize biodegradace PAU probihat
anaerobd. Anaerobni mikroorganismy vyuZzivaji jiné dostugh@ceniny nap. nitrat,
sulfat nebo Zelezo, které slouzi jako akceptorktedat (Widdel a Rabus 2001). Dosud
bylo izolovano pouze dkolik nitrat (Mcnally et al. 1998) nebo sulfat rédyicich
bakterii (Galushko et al. 1999), které anaetotvansformuji PAU. Metabolické drahy
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byly popsany pouze wkterych PAU se déma neboitemi aromatickymi kruhy. Nap
fenanthren je pomoci sulfat redukujicich baktediéngnén na p-kresol, ktery je
oxidovan pes p-hydroxybenzyl alkohol a aldehyd na p-hydroxyloét. Po nasledné
dekarboxylaci vznika fenol, ktery se dale metahgézza vzniku kyseliny octové (Tsai
et al. 2009). Anaerobni transformace vySSich dgrivdAU stdle neni dostates
prostudovana. Bioremediace za anaerobnich podmini&ke nalézt uplatmi pri
dekontaminaci sedimehtsaturované zony, lokalit s vysokou mirou kontaaeinebo

zemin, u kterych neni mozné zajistit dostateprovzdusovani (Foght 2008).

Mykoremediace pomoci ligninolytickych hub. Jak jiz bylo uvedeno,
ligninolytické houby produkuji extracelularni ennyrs nizkou substratovou specifitou,
které se mohou podilet na degradacnych aromatickych polutaint(Maciel et al.
2010).

Predpoklada se, Ze ligninolytické enzymy produkujitidaradikaly, které
difunduji do prostdi a funguji jako mediator mezi enzymem a sulsugiSack et al.
1997). Nejvice prostudovanou houbouPkanerochaetehrysosporiumBogan et al.
1996, Masaphy et al. 1996, Mohammadi a NasernefP)2 Na obrazku 8 jsou
uvedeny degradai produkty anthracenu, fenanthrenu, pyrenu a hejagrenu.
Radikalovym mechanismem nejprve vznikaji chinonyPAU se temi aromatickymi
kruhy néasled& dochazi ke gpeni jednoho cyklu a tvogbdikarboxylovych kyselin.
U této houby byly rové¢ nalezenytrans dihydrofenanthrendioly, coZ jsou typické
produkty oxidace PAU cytochromem P-450 (Syed a V&l 2). Bylo prokazano, ze
i houby Irpex lacteus(Cajthaml et al. 2002)Trametesversicolor (Song 1999) a
Pleurotus ostreatuéSchitzendubel et al. 1999) jsou schoptiang rozkladat PAU.

V souwasné dob stale neni dostatek informaci o principu biodegcad PAU
pomoci ligninolytickych hub. U &Siny PAU dosud nebyly identifikovany ¢giné
produkty chinoi a stéle neni jasné, zda a jakyniisggbem se na transformaci podileji
dalSi enzymy. Rowi nebyla prokazanatima korelace mezi degradaci PAU a
aktivitou ligninolytickych enzym. K objasgni degradénich mechanisin prispivaji
riznéin vivo a in vitro experimenty s purifikovanymi enzymy (Baborova kt2906,
Covino et al. 2010). Bhattacharya et al. (2013dastali vliv cytochromu P450 a
ligninolytickych enzynd na degradaci benzo(a)pyrenu. Aitpjistili, Ze pokud byla
houbaPhanerochaetehrysosporiunkultivovana pouze v dusikem limitovaném médiu,

které podporuje tvorbu ligninolytickych enzymtak byl benzo(a)pyren transformovan
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pouze z 67,4 %. Pokud byla houba nejprve kultivavamédiu obohaceném Zivinami,
coz vedlo k expresi specifickych gepc2 a pah4cytochromu P450, a poté nasledovala
kultivace v dusikem limitovaném meédiu, tak dosSlozugSeni degradai (kinnosti na

91,6 %. Vysledky této prace dokumentuji provazamusa a extracelularnich enzym
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Obrézek 8: Produkty degradacekterych PAU ligninolytickou houboRhanerochaete
chrysosporium{opraveno Sutherland 1992, Muncnerova a Augustin 1994)
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pii degradanim procesu.

Degradani potenciél ligninolytickych hub Ize vyuZit k rediatnim &elim.
Kontaminovana zemina ale neni jejiciirpzenym prosedim. Aby houbové mycelium
zeminou proifistalo, musi se smichat s vhodnym lignino-celulosovgubstratem.
Vysledky prvnich polnich studii byly publikovanyzjivroce 1989. Zemina, ktera
pramérné obsahovala 20 mg.KgPAU, byla smichana se slamou porostlou myceliem
houby Pleurotus ostreatusPo 16 tydenni inkubaci v zendinzistalo pouze 20 %
pocateniho mnozstvi PAU (Huttermann et al. 1989). Ramal.e2001) pouzili houby
Trametes versicolora Cunninghamela elegansk dekontaminaci zeminy, ktera
obsahovala 2800 mg.RgPAU. Bshem 20 tydi klesla kontaminace na 62 %.
K remedignim &elim lze vyuzit odpadni mycelium z kondefch pstirnen hlivy
asticné -P. ostreatugEggen a Sveum 1999), které je relatidostupné a levné.

Dalsi aplikace ligninolyticky hub je spojena s pimd@him bioreaktar. Ty
pievazrié slouzi kéisténi odpadnich vod nebo KalZheng a Obbard 2002, Trably a
Patureau 2006), nicmé&mekteri autdi bioreaktory modifikovali, aby byly pouzitelné
I k remediaci kontaminovanych zemin. V bioreaktbrecasleds inkubovali fizné
druhy ligninolyticky hub a testovali degrauhé (¢innost systému (Richnow et al. 1995,
Valentin et al. 2007). Nap pomoci houbyPhanerochaetechrysosporium bylo
Vv zemirg, ktera pochazela ze staré&#, transformovano po 36 dnech inkubace 45 %

pocateniho mnozstvi PAU (May et al. 1997).

3.2.3 Soucasny vyvoj remedia ¢nich metod

Neexistuje jedna metoda, pomoci které by bylo maitgtranit vSechny PAU
z kontaminovanychim a sedimerit Kazda remediai technika ma uité vyhody, ale
i omezeni. Aby bylo dosaZeno lepSi degtadakinnosti, fredevSim u vysSich derivat
PAU, tak jsou staletastji testovany tzné kombinace fyzikalnich, chemickych a
biologickych metod. Nap Gomez et al. (2010) promyvali kontaminovanou zenmi%
roztokem hydroxypropyp-cyklodextrinu,¢imz odstranily té 70 % fenanthrenu po 6
dnech. Pokud po promyvani nasledovala elektrocHeémiemediace, tak byl fenenthren
zcela degradovanchem jednoho dne. &oli tato kombinace metodiipesla pozitivni
vysledky a mohla by vést k vyznamnému snizeni réaieith naklad, stale je nutné
techniku o¥fit na dlouhodob kontaminovanych zeminach. Lima et al. (2012) dbsah
vySSi degradai inosti kombinaci elektroosmozy a elektrodialyzyibBé vysledky

39



piinesla i prace autérWang et al. (2009), ktefotodegradadovali PAU pomoci oxid
zeleza.

Rovrez byly publikovany prace, které zvySuji biodegradB&U nekterymi
fyzikalné-chemickymi metodami, nap Fentonovymdinidlem (Venny et al. 2012),
ozonizaci (Russo et al. 2012) nebo elektrochemict@uediaci (Chandrasekhar a
Venkata Mohan 2012).

K remedignim &elim se stale ¢asgji vyuZivaji organismy s @itymi
vlastnostmi. Nap bakterie produkujici surfaktanty (Sun et al. 2Bl2ebo bakterie
degradujici PAU § relativreé nizkych teplotdch 5-15°C (Simarro et al. 2013)vinhly
byt prfinosem zejménaipaplikacichin situ.

V souwasné dob se i bioremediacich stale&astji pouzivaji molekularni
metody, pomoci kterych lIze sledovat a identifikorakroorganismy degradujici PAU
(Singleton et al. 2013). Molekularni metody se &voplatiuji pri studiu enzyn, coz
prispiva k objaséni biodegradénich mechanis(Martin et al. 2013).

3.3 Remediace p Gd a sediment i kontaminovanych
fluorochinolonovymi antibiotiky

Remedig&ni metody byly vyvinuty pevazi pro kontaminované vody, ze
kterych je mozné fluorochinolonova antibiotik&inné odstranit ozonizaci (Liu et al.
2012), UV z&enim (Prabhakaran et al. 2009) nebo fotokataly&uripi et al. 2012A).
Vasconcelos et al. (2009) testovali degradaci figxacinu pochazejiciho z odpadnich
vod nemocniniho zdizeni. Antibiotikum bylo zcela rozloZzeno ozonizgw 30 min
a fotokatalyzou po 60 min. Vysledky dokumentuji,af® pouzité remediai techniky
maji vysokou dinnost a jsou schopné odstranit ciprofloxacin i stezité matrici.
RovréZz bylo prokadzano, Ze fototransformace ciprofloxacinede k vyznamnému
snizeni rezidualni antibakterialni aktivity (Patibe 2010). Nedavno bylo publikovano,
Ze nandastice kow mohou degradovat (Fink et al. 2012) neboésflarbovat (Rakshit
et al. 2013) fluorochinolonova antibiotika ve vaainprostedi, coz by v budoucnu
mohlo také nalézt remediai vyuZiti.

Z metod zaloZenych na biologickém principu naleghatreni rostlinnécistirny
odpadnich vod (Xu et al. 2007, Jia et al. 2012)vrieb byl popsan fipad, kdy
dochéazelo k vyznamnému poklesu veterinarnich antiikoive vodnim prosedi

v pritomnosti rdkosu obecnéthragmites australis- tzv. rdkosové lozeV kofenech
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rakosu nebyly nalezeny vysoké koncentrace antibidtitori predpokladaji, Ze dochazi
piedevsim k jejich fytoextrakci a fytodegradaci, atprby mohlP. australisslouzit
k fytoremedignim elam (Carvalho et al. 2012).

Aplikace fyzikal® chemickych metod k remediaciag a sedimerit
kontaminovanych fluorochinolonovymi antibiotiky nd¥ dosud popséany,c&oli bylo
prokdzano, Ze se antibiotika &chto materidlech vyznaminkumuluji (Aristilde a
Sposito  2010). Pouze Sturini et al. (2012B) stutiovdotodegradaci
fluorochinolonovych antibiotik v povrchové vrstvzentdélské pidy pisobenim
sluneniho zdeni.

Zarover existuje pouze dkolik publikaci, ve kterych byly pouzity metody
biologické. Selvam et al. (2012) kompostovali zaminmgle kontaminovanou
sulfadiazinem, chlortetracyklinem a ciprofloxacinexysledky ukazaly, Ze prvni dv
vySe jmenovana antibiotika byla zcela transformavah kchem 3 a 21 din Naopak
ciprofloxacin byl wi¢i degradaci perzistentni a v kompostovaci jedntige i po 60
dnech kultivace detekovano 17-31 %cq@@niho mnozstvi. Kompostovanim lze
relativré rychle odstranit &ktera antibiotika, nicménv pridact fluorochinolonovych
antibiotik nebyl proces dost&t® (cinny a je nutna jeho dalSi optimalizace.

Slibné vysledky byly ziskany fytoremediaci kontaovanych sediment
Rostliny Acrostichum aureuni. a Rhizophora apiculataBlume do svych kieni
akumulovaly po 10 dnechiiplizné¢ 50 % gitomného norfloxacinu a ciprofloxacinu
(Hoang et al. 2012).

Existuje relativd mnoho organisifiy které jsou schopné fluorochinolonova
antibiotika rozkladat, nicménzatim pro 8 nebyly nalezeny remediai aplikace.
Marengo et al. (1997) studovali aerobni mikrobiatfégradaci“C-sarafloxacinu
v riznych midach a zjistili, Ze dochazi k jelkast&né mineralizaci. Adjei et al. (2006)
se zaniiili na transformaci norfloxacinu pomodflycobacterium gilvum Hlavnimi
degradanimi  produkty byly N-acetylnorfloxacin a N-nitrosonorfloxacin. N-
nitrosonorfloxacin ma sice slabsi antibakterialdinky, nicmér nitrosoaminy jsou
potencialni karcinogeny. K degradaci norfloxacinylob také pouzito inokulum
Microbacteriasp., které Kim et al. (2011) izolovalicistirny odpadnich vod.

Nejvice prostudované jsou biodegradace fluorocbimolych antibiotik pomoci
n¢kterych druli hub. Nap. Williams et al. (2007) se zabyvali biotransforinac
flumequinu houbouCunninghamella elegansFlumequin byl transformovan na 7-

oxoflumequin a dva diastereomery 7-hydroxyflumequiiteré by mily mit oproti

41



pavodni latce nizSi antibakterialni aktivitu. Totazeni vSak aui® nepotvrdili ZAdnym
antibakterialnim testem. Wetzstein et al. (1999Kal et al. (2006) degradovali
ciprofloxacin a enrofloxacin houboGloeophyllum striatum Autoim se nasledn
poddilo nalézt a identifikovat velké mnoZstvi degradi@h produki. Kultivace
ciprofloxacinu (Parshikov et al. 1999) a enroflaxac(Parshikov et al. 2000) s houbou
Mucor ramannianusredla ke vzniku pouze jednoho dominantniho metahditerym
byl N-acetylderivat pisluSného antibiotika. Mikrobialni transformace Seth
fluorochinolonovych antibiotik je podroBnpopsana v praci autor Parshikov a
Sutherland (2012).

Mykoremediace pomoci ligninolytickych hub.  Transformace
fluorochinolonovych antibiotik ligninolytickymi hdaami stale neni dost&@
prostudovana, éemz s¥dc¢i pouze jedna dosud publikovana prace. Prieto. 2@l 1)
se zabyvali houbodrametes versicoloa jeji schopnosti metabolizovat norfloxacin a
ciprofloxacin. Degradace fluorochinolonovych ardiik jinymi ligninolytickymi
houbami nebyla prozatim testovangedPzavedenim koma&rich aplikaci, které by byly
vhodné k remediaci kontaminovanycidpa sedimerit je nutné degradai proces lépe
objasnit. Stale chybi informace o transfotmigah mechanismech a hlavnich
degradanich produktech. Rowi nejsou dostupna data o rezidualni antibakterialni

aktivit¢ degradovanych antibiotik.

3.4 Biodostupna a biop Fistupna frakce organickych polutant

Tato kapitola je podrokinzpracovana v publikaci 1, ktera je gasti filohy.
V publikaci je vys¥tlen rozdil mezi biodostupnou a bidgtupnou frakci organickych
polutanfi. V publikaci jsou roviéZ popsany metody, které se ke stanovectito frakci

pouzivaji.
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3.5 Rizika organickych polutant

Environmentdlni rizika organickych polutént kontaminovanych jgach nebo
sedimentech seft8inou hodnoti pomoci série ekotoxikologickychiest odhadu rizik
se pouzivajitzné parametry (von der Ohe et al. 2011, Schafat. €013), jako jsou
nag. EC50 (efektivni koncentracefipkteré reaguje 50 % jedificsouboru), LC50
(letalni koncentrace,ipniz uhyne 50 % sledovanych jedincIC50 (koncentrace,ip
které je inhibovan ist u 50 % jedint souboru), TU (toxické jednotky), NOEC
(koncentrace bez pozorovanéhd@inku), PEC (pedpokladana koncentrace latky
v Zzivotnim progtedi) a PNEC (nejvyssi t@dpokladanad koncentrace latky bez
Skodlivych &inki). Riziko zpisobené fitomnosti latky v Zivotnim prostdi je nizké,
pokud PEC/PNEC < 1,0.

3.5.1 Rizika spojena s vyskytem PCB a jejich metabo  litd

3.5.1.1 Rizika pro ¢lovéka

| pfesto, Ze byla vyroba PCB vétsiné zemi v 80. letech 20. stoleti zakazana,
PCB stéle pdt mezi zavazné perzistentni kontaminanty, u ktergly prokazany
karcinogenni &inky (Faroon et al. 2001, Knerr a Schrenk 2006)utAk toxicita PCB je
pro clovéka relativié nizka, nicmédé chronickd expozice tiie vyvolat zavazné
neurologické, imunologické a reproduk poruchy. PCB jsou zdravi Skodlivé a také
pati mezi potencialni endokrinni disruptory (Brouwerk 1999, Crinnion 2011). PCB
mohou do organismu vstupovat zazivacim traktemhalaei. Vstebavaji se row¥
neporusenou pokozkou a pronikaji lymfatickym a kievokhem az do miznich uzlin
a sleziny. Mni metabolismus jinych cizorodych latek augpbuji snizeni imunity
organismu. PCB poSkozuiji jatra, mohou vyvolat unawlesti hlavy, zvraceni, kozni
onemocgni, sekreci z &. Dale zmisobuji zasty spojivek a poruchy krevniho &
(Kimbrough a Krouskas 2003, Carpenter 2006).

Toxicita jednotlivych kongenér zavisi nejenom na ptu atomi chloru
v molekule, ale i na jejich vzajemné poloze. Vy&Sdicitu maji zejména kongenery
s atomy chléru yara a meta pozicich. Analogy, které mohou zaujmout planarni
uspdadani, se chovaji podobnjako vysoce toxické chlorované dibenzodioxiny

a dibenzofurany (Safe 1993). PCB se v organismu¢iowkladaji do #iznych tkani,
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kde jsou inertni &¢i metabolickym pemenadm. NejvySSi akumulaci vykazuji molekuly
s 5-7 atomy chloru (Park et al. 2005).

3.5.1.2 Rizika pro Zivotni prostredi

Dle odhad bylo vyrobeno po celém & 1,5 milioni tun PCB, z nichZ se velké
mnozZstvi uvolnilo do Zivotniho prdsdi. V 60. letech bylo zji&ho, Ze PCB nejsou tak
neskodné, jak seigodre piredpokladalo. Byla prokazana vyznamna bioakumul&® P
v Zivych organismech a v potravnietézci (Maruya a Lee 1998, Chiu et al. 2000).

Ekotoxicita PCB neni vliterata dostatén¢ popsana. Laboratorni
ekotoxikologické testy s vybranymi kongenery apliélm jen rekolik autorti a toxicita
komeknich sngsi dosud studovana nebyla. Mayer et al. (1998) ifotf€ znaené
kongenery a sledovali jejich¢inky na zelenéiasy Selenastrum capricornutum
Hodnoty EC50 bylo dosaZeno, pokud se ve vodnénokazirasami hachazelo 14-241
nmol.L* PCB. Autdi rovnst stanovili TCC50, coZ jsou koncentrace PCB uviitiky,
které vyvolaly toxicky dinek u poloviny sledovanych organi8niTyto hodnoty byly
tadow vyssi a pohybovaly se v rozsahu 6,7-14,3 mmdlgché hmotnosti.

Existuji rovrez prace, které hodnoti celkovou toxicitu dlouhotiob
kontaminovanych sedimantkteré obsahujiizné €zké kovy a organopolutatycetne
PCB (Gomez-Gutiérrez et al. 2007, Wetzel et al.3201

V sowasné dob pokrauje snaha o nalezeniiznych bioindikatok nebo
biomarketi, pomoci kterych by bylo mozné zhodnotit stav ekt&Eyi. Blahova et al.
(2010) se zabyvali zi&tenim ek Svitavy a Svratky. Auto u kaprovitych ryb
Leuciscus cephalusL. sledovali hladiny cytochromu P450, ethoxyre$orO-
deethylasy, glutathion S-transferasy, tripeptid taghuonu, vitellogeninu a 11-
ketotestosteronu. Vysledky korelovali S mnoZstvim rgaoopolutant
(hexachlorcyklohexan, hexachlorbenzen, DDT, PCBURAteré detekovali vi¢cnim
sedimentu, ve svalové tkani ryb, nebo které se yt@dohv sorgnim zd&izeni
s polopropustnou membranou.ckbli bylo nalezeno &kolik pozitivnich korelaci,
pouziti biochemickych mark&ije stale nutné @it na sérii environmentalnich vzark

Whitfield Aslund et al. (2011) studovali metabolissnzizalEisenia fetidakteré
byly vystaveny 2 dnydinkam Arocloru 1254 (0,5-25 mg.Ky v unle kontaminované
zemirg. Autori sledovali zndny v koncentraci vybravych cukr aminokyselin,
organickych kyselin, betainu a ATP a zjistili, Zepitomnosti PCB doSlo
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k vyznamnému zvyseni pouze ATP. Slibné vysledky yskany o rok pozgi, kdy
Whitfield Aslund et al. (2012) pouZili stejné exjmeentalni usptadani, ale Zizaly
exponovali v dlouhodabkontaminované zemin ktera obsahovala sis Arocloru 1254

a 1260 o koncentraci 91-280 mg'kd\utori pozorovali specifické metabolické zmy,
které byly zavislé na mnozstvi organického uhlikphigle a na biodostupném mnozstvi
PCB. Tuto techniku je rowZ nutné o¥iit na wtSim p@tu vzorki. Metoda by mohla
byt pouzivana k rychlému zhodnoceni subletalni cibxi PCB. Standardni
ekotoxikologické testy se Zizalafisenia fetidgjsou caso¥ narané a obvykle trvaji
14-56 dni.

Dulezité je sledovat i toxicitu metabadiit které vznikaji firozenou degradaci
nebo @i remediacich. Ve &tSin¢ publikaci auté stanovuji koncentraci PCB pouze na
pocatku a na konci remediaiho procesu a o toxicitu meziprodtikée nezajimaji.
molekuly, coz nize gedstavovat zvysSené riziko ap lokalit s podzemni vodou.

Dosud byla publikovana pouze jedna prace, kterapserobrji zabyva
chovanim a toxicitou hydroxylovanych PCB v Zivotnmostedi (Tehrani a van Aken
2013). Hydroxylované PCB vznikaji nejenom metabaic transformaci v Zivych
organismech, ale i abiotickou reakci s hydroxylovyradikaly. Oproti PCB jsou
hydroxylované derivaty polagsi, ¢imz se zvySuje jejich biodostupnost a v Zivotnim
prostedi se mohou snaj Sifit. Rovnéz bylo prokadzano, Ze maji mnoho toxickych
acinkua, které nebyly u matekych molekul PCB pozorovany. Hydroxylované PCB
mohou inhibovat respiraci mitochondii tim, Zeéequsi oxidativni fosforylaci nebo
inhibuji ATPasovou aktivitu (Narasimhan et al. 1R94¢které dihydroxylované PCB
a chinonové derivaty PCB produkuji reaktivni fornkysliku (hydroxylové a
superoxidove radikaly), které mohou poSkodit DNArirfiyasan et al. 2001).
Hydroxylované PCB vyznangnovliviuji endokrinni systém. Inhibuginnost Stitné
Zlazy (Sinjari a Darnerud 1998) a r@&Znmaji estrogennidinky (Arulmozhiraja et al.
2005).

Toxické &inky byly pozorovany nejenom u vysSich organismle i u bakterii,

u kterych dochazi gsobenim hydroxylovanych PCB ke &mam membranové
struktury, inhibici protonové pumpy, redukci iného obsahu DNA, oxidaimu
poSkozeni DNA a inaktivaci cytochtom oxidasy, coz vede k celkovému naruseni
metabolickych funkci hiky (Camara et al. 2004).ffomnost hydroxylovanych PCB
v padach a sedimentech tedyibe vyznama sniZzovat biodegradai (innost PCB.
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Vlastnosti, chovani a toxicita jinych metab®IRCB v Zivotnim progedi nebyly
dosud spolehli& popsany. Pouze ékolik autori testovalo ekotoxicitu vybranych
chlorbenzoovych kyselin. Zhao et al. (1998) poukiiminisceni bakterie Vibrio
fischeri Hodnoty EC50 se pro 2-, 3- a 4-chlorbenzoové lkyg@ohybovaly v rozsahu
10,60-6,38 mg.L. Autori sowsasre sledovali @inky téchto kyselin na dafnie. Zeené
hodnoty IC50 byly vyznamnvy$si a dosahovaly 122—-150 mg.LLee a Chen (2009)
studovali st fas Pseudokirchneriella subcapitata pritomnosti fiznych derivai
benzoovych kyselin. Mezi testovanymi latkami byly P-, 3- a 4-chlorbenzoové
kyseliny, u kterych se stanovené hodnoty EC50 powwsly v rozsahu 16,15-81,33
mg.L". Akutni a chronicka toxicita vybranych mono-, ditrichlorbenzoovych kyselin
byla rovrez zhodnocena pomoci testuiasnatymi prvokyTetrahymena pyriformis.
Sledovanymi parametry byly Gmrtnost (LC50 6,04—87rg.LY) a inhibice #stu
prvokii (IC50 0,03-0,18 mg.t) Muccini et al. 1999. Vy3e uvedené prace hodripia
pouze pro vodni organismy. Toxicita chlorbenzooviggkelin v pidach nebyla dosud
popsana. Pouze Gichner et al. (2008) pouzilélarkontaminovanou zeminu, ve které
vystavili sazenice tabakwiinkam chlorbenzoovych kyselin. Aditozjistili, Ze dochazi
k poSkozeni DNA a toxicita rostefipstejné koncentraci se stugn chlorace
benzoovych kyselin.

Environmentalni dopady spojené s remediaci lokaiitaminovanych PCB se
pokusili odhadnout Hu et al. (2011) a Busset et24l12) také pomoci LCA studie (Life
Cycle Assessment).

3.5.2 Rizika spojena s vyskytem PAU a jejich metabo  litd

3.5.2.1 Rizika pro clovéka

Rada polyaromdt jsou latky mutagenni a karcinogenni (Harvey 19980).
organismu vstupuji zazivacim traktem, inhalaci nédonalnim kontaktem. Typicka je
chronicka expozice, k akutnim otravam dochazi jervyjimeinych gipadech. Diky
jejich lipofilnimu charakteru snadno pronikaji Binymi membranami a mohou se
ukladat do tukové tké&n Z organismu jsou vylilovany zejména ZHi, stolici, mai, ale
i mateéskym mlékem (Menzie et al. 1992, van de Wiel e1883).

Mutagenita a karcinogenita jsou zavisléegevSim na chemické strukdu

Nejvice nebezpmé jsou arométy séfi aromatickymi kruhy (Hocman 1986Qd roku
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2012 se benzo(a)pyréadi podle Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoyiyRC)
mezi karcinogeny l.itdy (dostupné online). PAU s vySSim¢pam jader jsou mén
toxické, coz je #ejm¢ zpiasobeno velkym rozemem molekuly, ktery sniZzuje
intercelularni pohyblivost. PAU jsou metabolizovapiedevsim v jatrech, coz vede
k jejich postupné detoxikaci. \Khterych gipadech v3ak dochézi priednictvim
cytochromu P450 monooxigenasy a epoxid hydrolagyi¢h aktivaci za vzniku trans-
dihydrodioli, epoxidi, pripadré volnych radikah (Williams a Phillips 2000). Epoxidy a
volné radikaly jsou vysoce reaktivni, mohou vyatakovalentni adukty s Zivain
dulezitymi makromolekulami, jako jsou celularni priote a DNA. Takto vzniklé
kovalentni adukty jsou zodp&iné za mutagenni a karcinogenni aktivitu molekuly
(Geacintov et al. 1997)

Metabolismus PAU ovliuji substiténi skupiny pitomné na aromatickém
kruhu. Nitroderivaty nevyzaduji metabolickou aktiygpisobi jako pimé karcinogeny
afada z nich m& mutagenniidky (Moller et al. 1993).

PAU maji rovreZz negiznivé &inky na kizi a krvetvorbu, poskozuji takeé

dychaci, imunitni a reproddki systém (Safanda 1995).

3.5.2.2 Rizika pro Zivotni prostredi

PAU pati mezi zdvazné kontaminanty Zivotniho predf. Bylo prokdzano, Ze
se v zivych organismech vyznagmkumuluji. Ke studiu bioakumulace a toxikokinetiky
se netastji pouzivaji krouzkovci, protoZe obsahuji velké mstyi tuku, ve kterém se
PAU snadno ukladaji (Matscheko et al. 2002).

Nedavno byla publikovana prace, ve které jsou popséinky PAU na fizné
Zivé organismy (Ball a Truskewycz 2013). U saveyb a ptak byly pozorovany
poruchy nervového, reprodékiho, dychaciho a imunitniho systému. Mutagenni a
karcinogenni &inky PAU byly testovany zejména u hlodave/odni plazi, kt& byli
vystaveni dinkam PAU, n€li problémy s regulaciétesné teploty, dychanim, plavanim
a reprodukci. U obojzivelnik se také objevily dychaci problémy a &kterych
piipadech doSlo ke smrti. Pro bezobratlé je typickébice reprodukce arpvysSich
davkach smrt. U rostlin dochazi k omezeni transpiréotosyntézy afjmu Zivin.

Rizika PAU byla hodnocenadiznymi ekotoxikologickymi testy. Sverdrup et al.
(2001) vystavil dinkim PAU chvostoskokyFolsomia fimetariaL. a sledoval jejich

amrtnost a reprodukci. Pro fluoranthen, fluorentgpya fenanthren se hodnoty LC50
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pohybovaly v rozsahu 39-81 mgkga EC50 dosahovaly 14-51 mgkguché
hmothosti. O rok poziji pouzili Sverdrup et al. (2002) stejny experimeake misto
chvostoskok exponovali roupicéEnchytraeus crypticuddmrtnost se projevila aztip
vysokych koncentracich PAU (LC50 > 2 g}gCitlivejsim parametrem byla inhibice
reprodukce s hodnotami EC50 42-87 md.lsuché hmotnosti. Chronickou toxicitu
vybranych zastugcPAU se 2-5 aromatickymi kruhy zhodnotili pomociastoskok
Folsomia candida roupicEnchytraeus crypticusovnéz Droge et al. (2006). Loibner et
al. (2004) pouzili test s luminisceémimi bakteriemiVibrio fischeri a studovali akutni
toxicitu 16 PAU, které US EPA #adila do seznamu zavaznych kontamifazivotniho
prostedi. Inhibice bioluminiscence bylaéhena v nasycenych roztocich. Limitujicim
faktorem tohoto testu byla rozpustnost PAU ve&vdbxicita byla zaznamenana pouze
u naftalenu, acenafthylenu, acenafthenu, fluoredananthrenu, které vykazuji vyssi
rozpustnost. U aromase 4-5 aromatickymi kruhy pozorovana nebyla.

Eom et al. (2007) se zabyvali ekotoxicitou zemikigr4 pochazela ze staré
zatZe. Zemina obsahovala 2634 mg'kgumy 16 PAU. Akutni toxicitu ve ved
rozpustnych polutait zhodnotili pomoci bakteriVibrio fischeri a dafnii Daphnia
magna Chronické testy Easami Pseudokirchneriella subcapitataa dafniemi
Ceriodaphnia dubiabyly vyznamg citlivejSi. Inhibice fistu fas (EC50) byla
zaznamenana v médiu, které obsahovalo pouze 2,4086éh0 vyluhu zeminy a
k inhibici reprodukce dafnii (EC50) doslo ve 4,3%@duém vyluhu. Mutagenniciinky
vyluhii byly rovnéZz prokdzany Amesovym testem a testem Mutatox. Rdmipvzorky
autdi pouzili reprodukni testy se Zizalamitisenia fetidaa chvostoskokyFolsomia
candida, a testy kitivosti se salateniactuca satival. a ¢inskym zelimBrassica
chinensisJ. Ridni vzorky bylyfedény standardni netoxickou zeminou. Nejcigim
parametrem byla inhibice reprodukce chvostofkqkC50 = 5,8 %), po které
nasledovala inhibice reprodukce zizal (EC50 = 8)0W4rostlin byla pozorovana pouze
inhibice fistu (EC50 = 26 %), kiivost nebyla kontaminanty ovli¢na. Z vysledi této
obsahlé studie vyplyva, Ze celkové hodnoceni neddengti kontaminovanychda je
¢aso¥ narané a vyzaduje mnoho ekotoxikologickych test

Podobna prace byla také publikovana o rok ppzédy Manzo et al. (2008)
pouzili kontaminované zeminy, jejich vodné vyluhyoeganické extrakty a studovali
toxické &inky PAU pro fizné druhy organistn

PAU jsou velmi roz§ené polutanty, a proto Ize nalézt mnoho publikiteiré se

zabyvaji ekotoxicitou a riziky PAUifiomnych v fiznych environmentalnich vzorcich,
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nag. v industrialnich zeminach (Charrois et al. 20049iskych sedimentech (Froehner
et al. 2010),¢istirenskych kalech (Oleszczuk 2008) nebo prachowasticich a
aerosolech (Reche et al. 2012).

V souwasné dob roste zajem o studium bioindikatoa biomarkel, pomoci
kterych by bylo mozné rychle a efektévmhodnotit kontaminované lokality. Vieira et
al. (2008) vystavili rybyPomatoschistus microp&inkam anthracenu, benzo(a)pyrenu
a topného oleje a sledovali aktivity acetylcholieeasy (AChE), laktat dehydrogenasy
a glutathion S-transferasy. Vysledky ukazaly vyznam inhibici AChE, coz ssdci
0 neurotoxickém &nku polutant. Autori nalezli vhodny biomarker pro vodni
ekosystém kontaminovany petrochemickymi produkty.

Wessel et al. (2010) studovali biotransformaci aogexicitu benzo(a)pyrenu,
fluoranthenu a pyrenu u riekych rybSolea soleaSledovanym biomarkerem 1. faze
biotransformace byla 7-ethoxyresorufin-O-deethylaggjiz aktivita byla mfena
v jatrech. Autéi nalezli pozitivni korelaci mezi mnozstvim hydrdayanych
metabolifi a genotoxicitou, kterou stanovili metodou kometaunalyzy.

Rodrigues et al. (2013) sledovali akumulaci a nmaiteké zneny v krabech
Carcinus maenaskteré zgisobil fluoranthen o koncentraci 2,56-109.L™". Oxidativni
stres zhodnotili pomoci aktivity glutathion S-tréerasy, glutathion reduktasy
a lipidovych peroxid. Neurotoxicitu zhodnotili pomoci aktivity acetylminesterasy.
Aktivita isocitrat dehydrogenasy a laktat dehydrmagy, celkové mnoZzstvi protéin
glykogenu a lipid indikovaly energetické zémy metabolismu. PoSkozeni kiknbylo
vyhodnoceno na zakladtability lysozond.

Velmi podobnou studii publikovali ve stejném rocikv& et al. (2013). AutH
sledovali chovani a vybrané biochemické markeryatngti Palaemon serratyskteri
byli exponovani benzo(a)pyrenem o koncentraci 1664(.L ™"

Prace autdr Fasulo et al. (2010) se od vySe uvedenych li§j Bentestované
organismy nebyly &inkim PAU vystaveny v laboratornich podminkach, alehpaely
z piirozenych dlouhodab kontaminovanych lokalit. Environmentalni riziko loy
zhodnoceno pomoci ryBoris julis, u kterych autd stanovili aktivity fiznych enzym.
Vysledky ukazaly statisticky vyznaman odliSné hodnoty biomarkér u ryb
z jednotlivych lokalit. RybyC. julis by mohly byt vyuZivany i biomonitoringu
vodniho ekosystému kontaminovaného perzistentndhoit@nty.

Kyslikaté derivaty PAU (hydroxidy, chinony) nebotroi derivaty PAU pat
k nejvyznamgjSim latkdm, které vznikaji reakcemi v atmdsféWalgraeve et al.

49



2010), v md¢ (Musa Bandowe et al. 2011) nebo metabolickou foamsaci (Wilcke et
al. 2014). Derivaty PAU maji &Sinou vySSi toxicitu nez jejich maské molekuly.
Mnoho z nich pa mezi potencialni mutageny a karcinogeny, a opRAU c¢asto
nepotebuji metabolickou aktivaci (Sen a Field 2013gktdré derivaty maji estrogenni
nebo anti-estrogenni aktivitu (Sidhu et al. 200&8)mjsou cytotoxické (Kubatova et al.
2004). Chinony a hydrochinony snadno produkuji tigakformy kysliku, které mohou
posSkodit celularni lipidy, proteiny nebo DNA (Tadnicet al. 2007). Rowt byly
nalezeny derivaty PAU (n&p9-hydroxyl benzo(a)pyren), které se zdaji byboreké
(Levin et al. 1982).

Fallahtafti et al. (2012) studovali embryotoxicitumethylfenanthrenu a jeho
hydroxyderivali u sladkovodnich rybOryzias latipes Vysledky ukazaly, ze
hydroxylace alifatickéhoretzce, zsobila slabou potenciaci nezadoucictinku.
Vysoké riziko je v3ak spojeno s vyskytem metaliolikteré nély hydroxylovany
aromaticky kruh. Udchto latek byla pozorovana az 4 krat vySSi toxiggasrovnani
s 1-methylfenanthrenem. Fernandes a Porte (2018yilpgoohlavni Zlazy kagr
Cyprinus carpioa zjistili, Ze hydroxylované derivaty PAU radn inhibuji syntézu
estrogefl a androgein

K objasréni mechanism toxického @inku riznych kyslikatych derivat PAU
prispely zejména prace nasledujicich adtoBekki et al. (2009) studovali viiwehto
latek na metabolismus a endokrinni systém. Vazbslikatych derivdt na aryl
hydrokarbonové receptory, receptory Stitné Zlazy a protein transthyretin driutili
pomoci i in vitro tesfi. Zvysledki vyplynulo, Zetada latek ovliviuje aktivitu
receptofi, coz mize veést ke vzniku metabolickych poruch. Knecht ket (2013)
sledovali malformace, expresi genetické informaamitochondrialni funkce u rybich

embryi.

3.5.3 Rizika spojenéa s vyskytem fluorochinolonovych antibiotik a jejich

metabolit

3.5.3.1 Rizika pro clovéka

Fluorochinolonova antibiotika se pouzivaji kWBé riznych onemoani.
Aplikuji se peroralt nebo intravendzn Peroralni terapeuticka davka ciprofloxacinu se

pohybuje v rozsahu 100-750 mg. Toto mnoZstuZenbyt uzivano az dvakrat denn
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Nezadouci &inky jako jsou nevolnost, fifem a vyrazka byly pozorovany pouze u 5 az
14 % pacient. Predavkovani je malo pravdodobné a toxické dinky
fluorochinolonovych antibiotik se povazuji za nizképriznakim predavkovani pat
zavrat, tres, bolesti hlavy, Unava,ié&e, halucinace, zmatenost, gastrointestinalni
poruchy, abnormality jaternich a ledvinovych funkaiystalurie, hematurie (Lullmann
2009).

Pouzivani fluorochinolonovych antibiotik tre vést ke vzniku bakterialni
rezistence. Vysoke riziko je spojeno s rezistertetpvsim patogennich kmierlJ lidi
byl zaznamenén vyskyt resistentni bakte@iampylobacterpo konzumaci dibeze,
které byla Iéena fluorochinolonovymi antibiotiky (Kassenborgakt2004) a na Tchaj-
wanu byla objevena resistentni bakteBalmonella choleraesui€Chiu et al. 2002).
Hlavni mechanismus vzniku rezistence je dan chromaii mutaci geihkodujicich
DNA gyrasu a topoisomerasu IV, coz vede k pokldita antibiotika k vazebnému
mistu na enzymu (Sukul a Spiteller 2007).

3.5.3.2 Rizika pro Zivotni prostredi

Fluorochinolonové antibiotikaistavaji v zivotnim progedi aktivni po dlouhou
dobu. Mohou tak {sobit na bakterie, které ZzijitgdevSim v odpadnich vodach,
Cistirenském kalu, jmlach a sedimentech, kde se mohou postwgminout rezistentni
kmeny (Boxall 2004). Na prasiefarmé v Dansku a v kravinve Velké Britanii byla
zaznamenana rezistence bakteBalmonella typhimuriumDT 104 wici kyseling
nalidixové a ciprofloxacinu (Mglbak et al. 1999, Wé&x et al. 2000).

Ke zhodnoceni toxicity fluorochinolonovych antitkopouzili Robinson et al.
(2005) @t raznych vodnich organisim sinice Microcystis aeruginosaokiehekLemna
minor, zelenouwrasuPseudokirchneriella subcapitatperlo@ky Daphnia magna ryby
Pimephales promelafiutori stanovili pro jednotlivé latky hodnoty EC50 adtijii, Ze
na @itomnost antibiotik ve vodnim prdsti jsou nejvice citlivé sinice a nejngn
zelenétasy. Fytotoxické &inky flumequinu s vyuZitim bylinyLythrum salicariaa
okfehkuLemna minosledovali Migliore et al. (2000) a Cascone et 2004). Vysledky
testi s bioluminiscedni bakterii Vibrio fischeri ukazaly, Ze fluorochinolonova
antibiotika jsou w¢i této bakterii vysoce toxicka. Hodnoty EC50 se ymivaly
v rozsahu 0,019-0,200 mg‘l(Backhaus et al. 2000, Hernando et al. 2007). iBeléet
al. (2004) zjistili, Zze mechorosFontinalis antipyretica ma vysokou schopnost
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akumulovat flumequintehoZz Ize potencidtnvyuzit k dekontaminaci povrchovych vod.
Fluorochinolonova antibiotika mohou byt raéntransportovana zigy do kdemn
rostlin (Boxall et al. 2006). DalSi ekotoxikolog&ktudie natiznych gidnich a vodnich
organismech jsou porovnany v pracich Picé a An@g2®07) a van der Grinten et al.
(2010). Akoli je akutni toxicita fluorochinolonovych antiltik vuci vodnim
organisnim relativie¢ nizka, nedavné prace prokazaly genotoxické a rkagenni
acinky flumequinu (Kuroiwa et al. 2007, Ma et al. 20Zounkova et al. 2011). Tyto
vlastnosti nejsou dosud spoleliyprostudovany u &siny antibiotik, a proto rive
jejich uzivani pedstavovat imé riziko i pro lidsky organismus.

Dosud bylo identifikovano relatignvelké mnozstvi transformiaich produki,
které vznikaji biodegradaci fluorochinolonovych ibiatik. Toxické nebo
antibakterialni Ginky metabolii vSak stale nebyly spolehéiv popsany. Pouze
Wetzstein et al. (1999) studovali rezidualni arkibadalni aktivitu ciprofloxacinu, ktery
byl degradovan 13 tydn houbami hadé hniloby. Vysledky testu s bakteriemi
Escherichia coli ATCC 8739 ukazaly, Ze degradace ciprofloxacinuisppila

vyznamnou ztratu antibakterialni aktivity, ktergsebovala 67—100 %.
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4 Cile diserta €ni prace

Tato disertani prace zohlethje vSechny tlezité aspekty mykoremediace.
SnaZi se o objasni degradénich mechanisf identifikaci transforménich produki,
predikci biodegradmi &innosti. Studuje biafistupnou a biodostupnou frakci
organickych polutaiit v dlouhodol kontaminovanych zeminach. Hodnoti degeauda
potencial tiznych ligninolytickych hub. RowZ se zabyva ekotoxicitou degr&déh
smesi v pibéhu remediace. Ke studiu byly vybrany PCB, chlorloenv2g kyseliny,
PAU a fluorochinolonovd antibiotika, které byly dadovany ligninolytickymi
houbami. Pro biodegratiai experimenty byly pouzity uéhe kontaminované zeminy,
uméle kontaminovana tekuta média nebo industrialni imgnpochazejici ze starych
ekologickych zatzi.

Dil¢éi cile byly nésleduijici:

1. Souasny pehled metod vhodnych ke stanoveni bisjupné nebo biodostupné
frakce organickych poluraiipublikace 1).

2. Degradace PCB v tekutych médiich pomoci ligninokgch hub, identifikace
transformé&nich produkiti, zhodnoceni ekotoxicity (publikace 2).

3. Degradace chlorbenzoovych kyselin v tekutych médiic v unele
kontaminované zemén pomoci ligninolytickych  hub, identifikace
transforménich produkii, zhodnoceni ekotoxicity (publikace 3).

4. Studium degradaich mechanisinligninolytické houbylLentinus tigrinuspi in
vivo a in vitro transformaci chlorbenzoovych kyselin, identifikace
transformanich produkii, zhodnoceni ekotoxicity (publikace 4).

5. Vztah mezi biofistupnou frakci a ekotoxicitou PAU (publikace 5).

6. Degradace PAU v industridiniigé nebo v dew impregnovaném kreosotovym
olelem pomoci ligninolytickych hub, predikce biodadani &innosti
stanovenim biafistupné frakce PAU, zhodnoceni ekotoxicity (pulidik®).

7. Degradace flumequinu vtekutém médiu pomoci liglyimckych hub,
identifikace metabolit, objasgni transformanich drah, zhodnoceni rezidualni
antibakterialni aktivity (publikace 7).

8. Degradace norfloxacinu, ofloxacinu a ciprofloxacipamoci ligninolytickych
hub, identifikace metabolif zhodnoceni rezidudlni antibakterialni aktivity
(publikace 8).
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5 Zaveéry

Disertani prace komplexnim Zigobem pistupuje k hodnoceni mykoremediace
a zohleduje vSechny dlezité parametry.

Degradani potencial ligninolytickych hub byl testovdn narganickych
polutantech tzného fivodu a charakteru. NejvySSi biodegradalcinnost ntly ve
vétsSing piipadi druhyPleurotus ostreatydrpex lacteusa Trametes versicolor

Sekverni nadkriticka fluidni extrakce (SFE) umoznila riE€hstanoveni
biopristupné frakce polutaintkteré pochazely ze starych ekologickychezatvysledky
nasledg ukazaly, Ze pomoci bidistupné frakce Ize predikovat biodegraaialkinnost
s relativré vysokou pesnosti.

Poddilo se identifikovat velké mnozstvi neznamych metdb, coz gispelo
k objasrni degradénich mechanisin

Ekotoxikologické testy ukazaly, Ze biodegradacekterych gipadech nevedla
k detoxikaci. Ekotoxikologické studie vyznamn piispély ke zhodnoceni
environmentalniho dopadu mykoremeii#no procesu.

V ramci prace byla provederfada kultiv&nich experimerit, byla studovana
degradaceipin vivoain vitro podminkach a rowz byla vypracovangada extraénich
a analytickych metod umaajicich selektivni a citlivou kvantifikaci organigih
polutanfi a detekci jejich metabolit Nasleduje strtny souhrn nejalezitéjSich
vysledk.

» Predikce biopristupné frakce a ekotoxicita

Byl vytvoien soubornyclanek, ve kterém jsou vystleny pojmy biodostupné a
biopristupné frakce organickych polutantPublikace rovéZ poskytuje pehled
nejpouzivagjSich technik, které se k predikci biodostupné niiogristupné frakce
pouzivaji. U kazdé metody je vydlen extrakni princip a sotasré jsou
diskutovany hlavni vyhody a nevyhody (publikace 1).

Pomoci vhod#& navrZzenych kontrolnich vzoitka série ekotoxikologickych test
bylo poprvé prokdzano, Ze existujéirpa souvislost mezi velikosti bitiptupné
frakce PAU a jejich toxickymidinky (publikace 5).

e Fungalni degradace PCB

Ligninolytické houby byly schopné degradovat korggnPCB siiznym stupsm
chlorace, které pochéazely z Deloru 103. Z osmiotestych houbovych drdhbyl
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nejinngjSi Pleurotus ostreatusTento druh byl rové¢ schopny snizit akutni
toxicitu degradéni snesi. Hlavnimi transforménimi produkty byly hydroxy
a methoxy derivaty PCB nebo chlorbenzoové kysdjmplikace 2).

* Fungélni degradace chlorbenzoovych kyselin

Chlorbenzoové kyseliny jsou kotreymi produkty bakterialni degradace PCB, které
jsou perzistentni, v Zivotnim praéstli se kumuluji a inhibuji dalSi bakterialni
degradaci PCB. Vysledky, které jsou &asti této desertai prace ukazaly, Ze
ligninolytické houby byly schopné chlorbenzoové éysy rozklddat. Degradace
houboulrpex lacteusbyla v ungle kontaminované zeminnejrychlejSi a satasré
vedla k vyznamnému poklesu akutni toxicity. Degradaznikaly hydroxy a
methoxy derivaty. Chlorbenzoové kyseliny byly ré¥nesterifikovany nebo
redukovany na aldehydy a alkoholy (publikace 3).

In vivo a in vitro experimenty s izolovanymi extra a intracelularnienizymy
ukazaly, Ze na p@teini oxidaci chlorbenzoovych kyselin se nepodilekéia ani
mangan dependentni peroxidasa, ale cytochrom P4h0amygenasa (publikace 4).
* Fungalni degradace PAU

Bioptistupné mnoZstvi PAU, které bylo stanoveno meto@RE vyznama
korelovalo s mnoZzstvim PAU, které bylo degradovhnabamilLentinus tigrinusa
Irpex lacteus Korelani koeficient byl pro $tSinu PAU vysSi nez 0,80. Degradace
PAU houboulLentinus tigrinussowasré vedla k poklesu fytotoxickych éinku
(publikace 6).

* Fungalni degradace fluorochinolonovych antibiotik

Bylo testovano ¢ druhi ligninolytickych hub a v8echny byly schopné fluraay
béhem 14 dhi rozlozit. Nej&inngSi houbou byl Trametes versicolor ktery
degradoval vice nez 90 % flumequinthbm 3 dii. Bylo identifikovano 8 hlavnich
metabolift a navrZzena degratfd draha. Transformace flumequinu houbami
Trametes versicoloa Irpex lacteusvedla k poklesu antibakterialni aktivity. Pouze
redukni  drahou  houby Dichomitus  squalens vznikal  metabolit

s vyznamnymi antibakterialnimgiinky (publikace 7).

Antibiotika norfloxacin, ofloxacin a ciprofloxacibyla vice perzistentni a k jejich
degradaci houbamirametes versicolor Irpex lacteusbyla poteba 10-14 denni
kultivace. Uplna ztrata reziduélni antibakterigdktivity byla pozorovana pouze ve
vzorcich, které obsahovaly norfloxacin nebo oflorax byly degradovany houbou

Irpex lacteus RovreZz Trametes versicolom@ntibiotika zcela degradoval, ale ve
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vzorcich Zistala vysoka antibakteridlni aktivita, co2a&d o odliSném degradaim
mechanismu (publikace 8).
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