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V predkladaném prispévku je nasi snahou podat ucelené informace o tom, jakym zptisobem se
postupuje z pohledu R&D (vyzkumu a vyvoje) pii konstrukci nové bioremediacni technologie, tedy o
transferu laboratornich dat do praxe a zohlednéni legislativniho pozadi na ptipadové studii ftalata.

Ackoliv bioremedia¢ni technologie jsou jen malou ¢asti sanacnich technologii zabyvajicich se
likvidaci nebezpe¢nych kontaminanti, jednd se o0 jeden z nejrychleji se rozvijejicich sektord tohoto
oboru. Je to zejména diky:
a) stale se rozvijejici vyzkumné zakladné
b) pfijimani novych environmentalnich zakont a rozsifovani schopnosti jejich vymahani
c) a kone¢né jednim z dulezitych faktorti je stale vzrdstajici zajem populace o ekologické
problémy, nezavadnost a trvalou udrZitelnost stavu naseho Zivotniho prostiedi.

Ustanoveni, pfijeti a rozSifovani environmentalnich zékonti je velmi dobrym podnétem pro rozvoj
environmentalnich biotechnologii, a to i pfesto, Ze fada primyslovych odvétvi hodnoti tyto snahy jako
mrhani finanénimi prostfedky. Hybnou silou pro sanacni technologie je nezfidka zejména dirazné
vymahani prava ze strany vladnich regulaci a zékont.

Celkovy rozsah vyuZivani environmentalnich technologii je dan piislusnymi zakony, zejména proto,
Ze sana¢ni procesy jsou pro jejich zadavatele neekonomické a nebyvaji realizovany bez urc¢itého tlaku
vlady atd. V USA je takovato legislativa spravovana agenturou US EPA, coz je provadéci a kontrolni
agentura, ktera ¥idi a monitoruje programy zaloZené na US environmentalni legislative.

Obdobného stavu se pokousi dosahnou taktéz EU, bohuZel jak vyplyva z dostupnych dat [1] informace
o environmentalnim pramyslu zistavaji nekompletni a nekonzistentni v mnoha ohledech. Data
prezentovana niZe jsou zaloZena na nejrelevantnéjSich a dostupnych informaénich zdrojich a odhadech
souhrnné zpracovanych v akénim planu EU nazvaném Euro-Environ 2008-2010 [2].

Vétsina investic v pramyslu zivotniho prosttedi je a v nejblizSich letech bude inkorporovana zejména
do odvétvi environmentalniho R&D, kontroly znecisténi ovzdusi, Upravy odpadnich vod a nakladani s
odpady. Konkrétné se jedna o financi prostifedky uréené primarné na soulad legislativy vSech ¢lent
EU, vyvoj a stabilizaci novych segmentii trhu nebo inovativnich feSeni, zavedeni pobidkovych
mechanismi apod. Rozvoj novych segmentd trhu se tyka zejména pozdéji piijatych ¢leni EU, nebot’
z celkového obratu trhu environ. technologii v EU-25, ktery je odhadovan na 227 000 €miliont ¢ini
214 000 miliont € podil odpovidajici pouze EU-15 (staré ¢lenské staty EU). Mezi nejvétsi narodni
trhy patii zejména Francie a Némecko (cca 49% celkového obratu v roce 2004), dale UK, ltalie a
Nizozemi (cca 24% celkového obratu v roce 2004) a nové Clenské staty reprezentuji v témze roce
pouze 5,7 % celkového obratu (pFicemz polovina obratu pfipada na samotné Polsko). Z tohoto pohledu
je nutné vénovat patfiénou pozornost rozvoji oblasti environmentalnich technologii novych ¢lenskych
stati EU. Je nutné nejen rozvijet regionalni a ndrodni vyzkumna centra, ale také vstoupit pomoci
vlastnich slibné se rozvijejicich aktivit do evropského vyzkumného prostoru [2].

Regionalni centra vyzkumu vSak nejsou zanedbatelna a¢ zajist'uji predev§im identifikaci nutnych
inovaci a pozadavki pro dany region. Regionalni nebo narodni centra vyzkumu by méla byt schopna
odpovidat zejména na néasledujici naléhavé otazky:
= Kterd z environmenalnich technologii bude vyvijena v pfistich 3-5 letech(s ohledem na nové
regulace, stanoveni novych zasad, pfijeti nové legislativy apod.)?
= Jaké konkrétni projekty a analyzy maji v daném regionu deficit a tudiZ potencial se uplatnit?



= Ktefi regionalni ,,hra¢i“ jsou piipraveni vstupovat do technologickych a védecko-vyzkumnych
kooperaci a to nejen s narodnimi, ale i mezinarodnimi partnery?

= Jak posilit vyzkum v oblasti environmentalnich technologii, definovat priority R&D a
podpofit rozsifeni slibnych technik apod.?

» AV neposledni fadé€ jak pokryt ekonomické naklady spojené s environmentalnim R&D?

Zastupci spolecnosti EPS, s.r.o. jsou presvédCeni, Ze osvojeni a transformace objevll a produkti
kreativniho mysleni je zakladni definice inovace jako procesu, jehoZ prostfednictvim lze vyznamngé
roz§ifit a obnovit §kalu nabidky produkti a sluzeb. S ohledem na skuteénost, Ze dominujici preferenci
na trhu environmentalnich technologii je nabidka sluZeb, resp. technologickych celki, soustiedi se
naSe usili na formovani predmétu nabidky a poptavky do podoby nastroji, jejichz prostiednictvim
obchodni partner obdrzi za své vynaloZené prostfedky aplikaci konkrétni biotechnologie s plnym
servisem. Vzhledem ktomu, Ze spektrum poznatkl ziskanych vyzkumnou c¢innosti se neustale
zvétSuje a prohlubuje, predstavuje pravé transfer téchto informaci do podoby komercnich produktii a
sluzeb duleZitou hybnou silu, diky které lze ziskavat konkuren¢ni vyhodu a dosahovat uspokojeni
poptavky ze strany trhu.

Oblast environmentalni biotechnologie, podobné jako biotechnologie obecng€, je odvétvim, jejichz
alfou a omegou jsou procesy zalozené na schopnostech, projevech a aktivitach biologickych ¢initeltl
uchopenych technicky tak, aby bylo dosahovano co nejvyssiho efektu z jejich Cinnosti. Vyrazny
interdisciplinarni charakter vyzaduje ptfedev$im dobrou orientaci ve vSech disciplinach, které vytvari
zminény mezioborovy prekryv. Jedna se zejména o soubor biologicko-chemickych, inZzenyrskych,
hydrogeologickych a ekonomickych védomosti. Jsou-li tyto skute¢nosti splnény, vznika dobry
predpoklad pro vyrazny posun v efektivité aplikace vystupt inovacniho procesu.

V nasledujicim prispévku bude na obecné platformé (dopInéné o konkrétni case study dekontaminace
slou¢enin na bazi esteri Kyseliny ftalové) nastinéna komplexnost procesu vyvoje biologické
technologie pouZitelné pro napravy $kod na Zivotnim prostiedi a v mnoha ptipadech nezbytnost ulohy
R&D oddéleni pro spravnou funkcei technologii pii full-scale aplikacich.

V zésad¢ je mozné volit ze dvou obvyklych technologickych ptistupt. Fyzikalné-chemické prostiedky
napravy zivotniho prostfedi jsou zhlediska cileného vyuziti clovékem vyvojoveé starSi, avSak
z hlediska ekonomického v fad¢ piipadi nakladnéjsi nez-1i bioremediaéni postupy. Jejich uplatnéni je
oceflovano zejména tam, kde koncentrace polutantu dosahuje natolik vysokych koncentraci, ze
uplatnéni prostiedkdi dekontaminace pomoci biologického Ccinitele je =z fyziologickych divodi
nepouzitelné, resp. mozné pouze pro doéisténi dané lokality.

Kontaminace ftalaty (modelovy polutant) spiSe vyhovuje definici plosné kontaminace, kdy
koncentrace polutantu je nizka, aviak se zavaznym dopadem na ekosystém (karcinogenita, poSkozeni
endokrinniho systému apod.). V tomto piipadé jsme tedy piednostné uplatnili biologicky zptisob
dekontaminace — vyvoj nové, bioremediaéni technologie, ktera v CR a okolnich statech dosud zcela
chybi. Biologické metody navic pfinaseji fadu vyhod, zejména diky velké flexibilit¢ a diverzité
biologickych systémil, moznosti provadéni sanace tzv. in-situ (tj. v misté aktudlniho vyskytu
znecisténi) a v neposledni fad¢ nizké cené napravnych opatieni.

Spoleénost EPS, s.r.o0. zahdjila vyzkumny program tykajici se biodegradace vybranych estert kyseliny
ftalové v roce 2007. Vlastni experimentalni praci ptedchazela odborna reserSe recentnich literarnich
pramend, ktera vyrazn€ napomohla vytvofeni si povédomi o stavu poznani v oblasti nejenom piimo se
dotykajici schopnosti mikroorganismti vyuzivat latky na bazi ftalatd jako svij zdroj uhliku a energie,
popt. je jinak metabolicky transformovat, ale podrobné si vSimala Sirokého kontextu role a osudu
téchto antropogennich polutantd v prostfedi, v prumyslovych aplikacich, z pohledu fyzikélniho a
analytického chemika a v legislativné-pravnim ramci.

Laboratorni prace byly zahajeny otevienim dvou paralelnich smérd, jejichz cilem je bud’ izolovat
vhodné kmeny vybavené biodegrada¢nimi schopnostmi z pfirozené matrice kontaminované ftalaty



nebo adaptovat sbirkovy kmen s bioremedia¢nim potencialem a nasledné ziskat uceleny obraz o jeho
metabolickych a fyziologickych vlastnostech a chovani ve stresovych podminkach a v podminkéach
environmentalnich vykyvi. Soucasti studie je rovnéz vyteseni piipravy kultiva¢nich médii, zohlednéni
abiotickych aspektd chovani ftalatd a promitnuti do experimentalni mikrobiologické prace [3].
Vysledkem jsou V soucasné dobé dva otestované, identifikované bioremedia¢ni taxony
s prokazatelnym potenciadlem utilizovat ftalaty jako svij ristovy substrat bez akumulace dalSich
nezadoucich meziproduktti.

NaSe pozornost byla v prvni fazi experimenti zaméiena zejména na vyznam selekéniho tlaku
pfitomnosti polutantu v pfirozeném prostiedi, ktery vyznamnym zplsobem transformuje skladbu
ptitomnych mikrobialnich konsorcii. Nezanedbatelné zmény, knimZz od okamZiku vstupu
kontaminantu do prostfedi vétSinou zacne dochazet, vedou k selekei pritomnych kmenid takovym
zpusobem, ze v prostiedi setrvavaji pouze ty mikrobialni taxony, které vsobé dokazaly zhrocit
potencial pfeziti a nalézt takovou strategii, jez jim dovolila nalézt vhodny substrat (zpravidla v podobé
kontaminantu, jimz je dand lokalita znecisténa). I prfes skutecnost, ze kultivovatelnost vSech
mikrobialnich druht pitomnych v biotopech Zemé je dodnes pouze Caste¢na (a fada kmend neni
standardni cestou kultivovatelna viibec), lze pomoci rozboru a charakterizace profilu pidni mikroflory
na kontaminované lokalité ziskat pozoruhodné mikrobialni ¢initele, na jejichz metabolickych a
fyziologickych projevech lze zkonstruovat u¢innou biologickou technologii aplikovatelnou k napravé
environmentalnich Skod.

Alternativou k tomuto postupu je preskoéeni vySe uvedené cesty a jejim nahrazenim kmenem, ktery je
soucasti nekteré kolekce ¢i jiné sbirky mikrobialnich taxont a ktery je uvadén v literatute jako
potencialné schopny degradér daného polutantu. V nasem piipadé vsak tento experimentalni piistup
selhal a naSe pozornost byla nadale zamétena na analyzu a izolaci spektra piitomnych mikroorganismi
ze vzorku matric odebranych z mista vyskytu antropogenniho znecisténi ftalaty.

Predpokladem pro plnohodnotnou préci je striktni dodrzeni zasad spravné praxe vzorkovani, zejména
Z hlediska $etrné manipulace a dodrzeni skladovacich pozadavku. Vstoupi-li vzorek do laboratofe za
ucelem jeho vyuziti jako zdroje potencialné vhodnych taxond pro vyvoj pfislusné bioremediacni
technologie, ptedstavuje prvni dilezity krok volba strategie jeho zpracovani. Zdanlivé snazsi se jevi
vzorky kapalné, naopak vzorky horninového prostiedi s sebou ptinasi zasadni komplikaci v potiebé
uvédomit si, ze drtivd vétSina mikroorganismu v prostfedi preziva ve formé upoutanych populaci
K nezivym povrchii a je schopna dokonale osidlit jakykoliv mikroprostor v pudni matrici, jenz
poskytne elementarni a esencialni potieby pro preziti ve, vét§inou pomérné nehostinném, prostiedi.
Jedna se zejména o zdroje vody, nebot’ vodni aktivita na ur¢ité hodnoté je klicem pro to, zda v daném
prostfedi konkrétni taxon bude schopen zivota. Pravé maximalizace uvolnéni co nejvétS§iho poctu
ptitomnych mikrobidlnich zastupcti do osmoticky piiznivého roztoku je zakladem pro uspésny popis,
charakterizaci a nasledny vybér biologickych Cinitelt.

Po vySe uvedeném izola¢nim kroku nasleduje faze kultiva¢niho vySetfeni. V environmentalni praxi je
osvédéenym prostiedkem v kultivaénim rozboru pouzivani rizné modifikovanych kultiva¢nich
prostiedi, které poslouzi ke zkouSce schopnosti reprodukéni aktivity za stanovenych podminek a
Vv kone¢ném v disledku by mély tyto experimenty poskytnout nahled na tu ¢ast mikrobialni populace,
jez je schopna pritomny polutant vyuZzivat jako sviij zdroj uhliku, jinych stavebnich prvki a energie.

Zavéretnou fazi v predeslém textu popsanych technik je vyhodnoceni ziskanych vysledkd. V naSem
piipadé bylo ozna¢eno 8 morfologicky (vzhledove) se liSicich kolonii a v podobé tzv. technicky &isté
kultury byly pfeneseny izolované do samostatné kultiva¢ni nadoby. Tomuto postupu se fika selekce a
jejim vystupem je obdrzeni sady pfitomnych mikrobidlnich Cinitelti, které se od sebe vyznamné
morfologicky ¢i fyziologicky odliSuji. V této fazi je dokonCena prace, ktera souvisi s popisem a
charakterizaci mikrobialniho profilu pfitomného v studované matrici a jako hmatatelny vysledek lze
oznacit ziskani sady kment, u nichZ je mozné predpokladat vybavenost takovymi metabolickymi
nastroji, jejichz prosttednictvim miize byt degradovan cilovy polutant, napt. nami zkoumané estery
kyseliny ftalové.



Déle nasleduje proces, jehoz ucelem je ziskat Siroky soubor informaci o metabolickych a
fyziologickych projevech vybranych mikrobialnich kment, jez byly vyizolovany a nasledné
vyselektovany v piedeslych pasazich prace. Neni-li laboratof vybavena vhodnym pfistrojovym
zazemim, piedstavuje tento mezikrok Casove, materidlové a také z hlediska lidskych zdroji velmi
nakladnou ¢ast. Spole¢nost EPS, s.r.o. v8ak vyuzivd multikultiva¢ni zafizeni, jehoZ piidana hodnota
spociva ve vyznamné redukci casové dotace na navrzené experimenty spojené s opatfovanim dat o
metabolismu izolatli, nebot’ je schopno paralelné provadét az dvé stovky kultivacnich experimentt.
Diky této vysoké operativnosti bylo mozné v pomérné kratkém casovém obdobi celkem snadno
oddélit kmeny, S nimiz pro dalsi vyzkum a vyvoj nelze pocitat, protoze nedisponuji schopnostmi, o
které by se vyvijend technologie v dalsich fazich méla opfit, nebo nejsou schopny odolavat
podminkam, které ptedpokladame v piipadé redlné aplikace. Redukce souboru izolovanych a
selektovanych kment znamena casovou i nakladovou usporu, jiz lze nasledné vyuzit k mnohem
detailngjsi analyze omezeného okruhu vybranych mikroorganismi. V naSem piipad¢ se tak nasledujici
experimentalni prace zaméfila na Ctyti bakterialni taxony, které spliiovaly vySe uvedena kritéria.

V takto malém souboru mikroorganismi je jiz mozné kombinovat kultivaéni vySetfeni v kapalnych
médiich v laboratornich mikrokosmech s optimaliza¢nimi experimenty postavenymi na platformé
multikultivaéniho zafizeni, kde jiZ roli substratu (tedy zdroje uhliku a energie) sehrdva studovany
polutant (ftalaty) v riznych koncentra¢nich fadach. Diky témto experimentim lze v&as odhalit tzv.
substratovou inhibici, tedy nalézt limitni mnoZstvi polutantu v prostiedi, za kterého je dany kmen jesté
schopny byt metabolicky a fyziologicky aktivni. Transparentni vyhodnoceni obdrZenych dat je
predpokladem pro kritické zhodnoceni a volbu pouze téch kment, které spliuji vytéené predpoklady
na mikroorganismus, jenz se ma stat jaddrem zamyslené biotechnologie pro environmentalni servis.
Zaroven je vénovana pozornost narokiim provérovanych taxonti na kultivacni podminky (pH, teplota,
koncentrace nutrient{, vhodnych akceptord elektronti apod.).

Po vyhodnoceni téchto zakladnich dat bylo pfistoupeno k finalni selekci dvou bakterialnich kmeni
odpovidajicich pozadavkiim aplikacni praxe, které byly nasledné zaslany na identifika¢ni vySetfeni do
Némecké sbirky mikroorganismi a bunéénych kulturu (DSMZ - Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen) v Braunschweigu. Zde byly pomoci molekularnich technik jako
jsou napt. sekvencni analyza genti, zahrnujici téz fylogenetickou analyzu urceny oba dva taxony a
byly zafazeny do rod Rhodococcus a Kocuria. Tradiéni identifikaéni techniky (jako napft.
morfologické a fyziologické testy) provadéné v CR sice predchazely volbé zahrani¢éniho pracovists,
ale nepfinesly taktka jiné vysledky, nez zevrubny popis obou kmend.

Faze, kterd probihd od lofiského roku do soucasnosti by se dala nazvat ,,0ohodnocenim“
biodegradaénich schopnosti vybranych kment za uéelem jejich finalniho pouziti pfi in-situ
bioremediaci. Tato faze experimentl jiz smefuje k vlastnimu vyvoji redlné aplikovatelné technologie,
kterd vyZzaduje nejen dikazy toho, Ze koncentrace modelového polutantu klesa, jak jsme toho Casto
svédkem, ale ze klesd praveé diky rozkladné schopnosti naSeho bioCinitele a ne spiSe plisobenim
dalsich procest, které spoluptisobi v pribéhu procesu bioremediace. Jinymi slovy — naSim cilem je
potvrdit, Ze polutant je skute¢né degradovan mikroorganismy na neskodné produkty a neni jednoduse
pouze ,,pfemistovan“ v disledku abiotickych procest, které zapfiCini sice jeho detekovatelny pokles
v prostiedi, ale nikoliv cestou jeho destrukce, ale pouze migrace, sorpce apod. Nejzakladn&jSim
kritériem pro uspéch jakychkoliv bioremediacnich snah je potvrzeni toho, Ze mikroorganismus je
primarn¢ zodpoveédny za likvidaci pfevazného mnozstvi kontaminantu V sanovaném prostiedi.
V opaéném piipadé nelze hovofit o bioremedia¢ni technologii.

Odpoveéd na otazku "jak prokéazat probihajici in-situ bioremediaci?”, je nesporné velice slozita
vzhledem ke komplexnosti vlastnosti kontaminované matrice, hydrogeochemickym podminkdm na
lokalité a soub&zné probihajicim abiotickym mechanismum. Kontrolované laboratorni experimenty,
které jsou dobie méfitelné a snadno interpretovatelné je obvykle nemozné pokladat za nezvratné
potvrzeni funk&nosti bioremedia¢niho zakroku v redlnych podminkéch. Ale vzhledem ke skute¢nosti,
Ze potvrzeni biodegradacni funkce mikroorganismii s naprostou urcitosti je v redlnych podminkéach
ziidkakdy mozna, maji data ziskana v laboratofi také svou vahu.



Aby bylo mozné se co nejvice vyhnout nejednoznac¢nosti dikazi je doporucovana poradni komisi pro
in-situ bioremediace [4] evaluacni strategie, ktera zajisti konsistentni a logicky sbér nezavislych
dukazt. Tato strategie by me¢la zahrnovat nasledujici tfi typy informaci:

1. dokumentaci Ubytku kontaminantd — potvrzena za laboratornich i reélnych
podminek (vétSinou byva zajisténo standardnim vzorkovanim vod a zemin
Vv pribéhu sana¢niho procesu)

2. laboratorni zkousky prokazujici, Ze mikroorganismy ze vzorki matric odebranych
na lokalité, ptip. bioaugmenta¢ni material, maji potencidl transformovat
kontaminanty za ur¢itych podminek oc¢ekavanych na lokalité (obvykle byva tento
dikaz provadén v dobie kontrolovaném laboratornim mikrokosmu)

3. experimentalni prokazani toho, Ze laboratorn€ zjisténa biodegradacni aktivita maze
probihat i v realném prostfedi sanaéniho zasahu. Jedna se obvykle o nejslozitéji
ziskatelny dikaz, nebot’ laboratorni dikazy nejsou dostate¢né zejména z toho
divodu, ze vrealné situaci jsou zvoleni bioremediacni Cinitelé konfrontovani
S mnohem mén¢ piiznivymi podminkami prostedi. Existuji dva zakladni pfistupy
k ovéfeni probihajici in-situ biodegradace: a) proméfeni €0 nejméné porusenych
vzorkt ziskanych na sanované lokalité v laboratofi nebo b) experimenty provedené
pfimo na misté bioremedia¢niho zasahu.

ad a) Laboratorni meéreni odebranych redlnych vzorkii

-zahrnuje mnozstvi technik od chemickych aZz po mikrobidlni analyzy.Mnoho ztéchto technik
vyZaduje srovnavaci vzorky z mist, kde bioremediaéni zakrok neprobiha, pfip. vzorky odebrané pied
zapocetim bioremediace.

Nasledujicich nékolik  typt analyz mize pomoci zdokumentovat pritbéh in-situ bioremediace
odebranych vzorkli matric:

= Stanoveni poctu bakterii — protoZze mnozstvi mikroorganismi obvykle souvisi s degradaci
polutantu jejich zvySujici se pocet muze indikovat Gspé$nou bioremediaci. Mohou vSak nastat
situace, kdy je napf. koncentrace kontaminantu pfili§ nizka pro dostate¢nou reprodukci bunék
anebo je omezend biodostupnost polutantu a zvyseni po¢tu mikroorganismii pak nemusi byt
detekovatelné, a¢ biodegradace probiha. Velmi dilezitymi aspekty ovliviiujicimi spravnost
stanoveni je zptsob jakym je vzorek odebran, jak je transportovan a jak rychle je zpracovan.
Nejrelevantnéjsich vysledkti je dosahovano obvykle pii zpracovani pevnych matric, nebot
vétSina degradujicich mikroorganismti je pfichycena na pevnych povrSich nebo v piidnich
porech. Analyza vzorkli vod je obvykle méné vypovidajici nebot’ obsahuje jen uréité,
z povrchti snadno uvolnitelné, frakce mikroorganismii nebo mikroorganismy transportované
podzemni vodou. Tyto hodnoty tedy byvaji podhodnocené. Nicméné zvySujici se mnozstvi
mikroorganismti ve vod¢ obvykle koresponduje srostoucim mnoZstvim mikroorganismu
v zemin¢. Budeme-li tedy brat toto stanoveni jako semikvantitativni miZze poslouzit jako
relativné levny indikdtor stavu na lokalité. Dilezitym aspektem je také vybér metody
stanoveni, kterych existuje celd tada: pifimé mikroskopické pocitani bunék, pitimé
mikroskopické pocitani bun¢k identifikujici pouze bakterie s aktivnim transportem elektronti
(dikaz aktivné metabolizujicich bakterii), kvantifikace bakterii rostoucich na pevnych
rustovych médiich (agarech). Mezi moderni metody patii techniky zalozené zejména na
molekul&rni biochemii. Tyto metody jsou obvykle piesnéjsi, ale také finanéné naro¢né&jsi.
Jedna se zejména o vyuziti oligonukleotidovych sond, které umoziuji i identifikaci
pfitomnych bakterii, nebo genl zodpovédnych za biodegradaci. Dal§i moznosti je analyza
mastnych kyselin, jejichz pfitomnost v bunéénych membranach je unikatni pro kazdy
bakterialni taxon. Ackoliv se v obou ptipadech jedna o slibné metody, jsou jesté stale ve fazi
testovani a vyzaduji specializovana zatizeni a védomosti.

»  Mnozstvi prvoki — vzhledem Kk tomu, Ze bakterie jsou potravni kofisti prvokt, zvyseni jejich
mnozstvi byva signdlem ristu bakteridlni populace, coz nepiimo indikuje probihajici



bioremedia¢ni proces. Pocet prvoki je stanovovan kultivaénim vySetfenim nebo
mikroskopicky.

= Urovein bakteridlni aktivity (metabolické) — méfeni demonstruji schopnost bakterii provadét
pozadované reakce vedouci Kkuspé$nému rozkladu kontaminantu. Analyza se provadi
nejéastéji v dobfe kontrolovaném laboratornim mikrokosmu. Obvykle se testuji zmény pH,
koncentrace kysliku nebo jiného akceptoru elektront a/nebo koncentrace nutrientt apod.

= Schopnost adaptace — testy adaptace mikroorganismi prokazujici uroven adaptace
mikroorganismii 0debranych ze zneéiSténé zoény na piitomny kontaminant ve srovnani
s bakteriemi ziskanych z nekontaminového U(zemi. Adapta¢ni zmény jsou vysledkem
genetickych nebo fyziologickych zmén bakterii, které prisly do styku s kontaminantem. Tyto
testy Ize provést prostym srovnavacim, kultivaénim experimentem v laboratornim mikroskopu
nebo pomoci nastroji molekularni biologie (pomoci genetickych sond, které vSak vyzaduji
znalost sekvence DNA v genu zodpovédném za degradaci).

»  Meéreni koncentrace anorganického uhliku — vétSina mikroorganismt produkuje v prubéhu
biodegrada¢niho procesu organickych kontaminanti plynny CO,, rozpustény CO, hebo HCO3

»  Meéreni koncentrace akceptorii elektronii — v prabéhu transformace kontaminanti bakterie
spotiebovavaji akceptory elektrond jako jsou napt. O, NOj, nebo SO,%. Jejich mnoZstvi je
stanovovano standardnimi metodami analytické chemie.

»  Mereni koncentrace metabolitii — testy by mély prokazat zvysujici se koncentrace znamych
metaboliti mikrobni aktivity. Kli¢ové produkty aerobni degradace jiz byly zminény vyse.
Mezi anaerobni metabolity se fadi methan, sulfidy, redukované formy Fe a Mn a plynny N,
atd.

»  Mecreni koncentrace metabolickych meziproduktii — ptitomnost docasnych metabolickych
meziproduktl signalizuje probihajici biodegradaci. Detekce takovychto metaboliti je
provadéna napf. chromatografickymi technikami atd. Vzhledem ktomu, Ze nékteré
meziprodukty jsou degradovany piili§ rychle, neznamena jejich nepfitomnost pii detekci
dikaz neprobihajici biodegradace.

»  Mecreni koncentrace latek stimulujicich rist mikroorganismii — spotieba stimulantt rustu
obvykle souvisi s aktivitou mikroorganismu a muze indikovat bioremediaci.

= Pomér nedegradovatelnych / degradovatelnych sloucenin — zvySeni poméru sloucenin, které
jsou obtizné rozlozitelné vuci snadno degradovatelnym mize indikovat probihajici
bioremediaci. Tento experimentalni piistup je uziteény také v piipadech, kde se vyskytuje
tataz slouéeninach v riznych formach (stereoizomerech), které se lisi svou degradovatelnosti.

ad b) Experimenty probihajici primo na sanované lokalité

- zahrnuji nékolik uzite¢nych metod vhodnych pro hodnoceni aktivity degradujicich mikroorganismi
bez nutnosti vzorkovani. Tyto analyzy jsou obvykle spojeny s nutnosti piidavku specifickych
chemikalii a studovani jejich nasledného osudu, ktery by mohl svéd¢it ve prospéch probihajici
bioremediace.

Nasledujici metody mohou pomoci zdokumentovat prubéh in-situ bioremediace pfimo na sanované
lokalité:

= Stimulace pritomnych bakterii — pokud je do mista sana¢niho zasahu dodan material
stimulyjici rast mikroorganisma (kyslik, nutrienty, elektronové akceptory a donory) témét
vzdy dochazi Kk posileni degradacnich aktivit. Rozdil mezi takto oSetfenou a neoSetfenou
lokalitou miize byt pfipsan na vrub bioremediace, nikoliv vSak abiotickych procest. Je ovsem
nutné tyto procesy sledovat na maximaln¢ srovnatelnych lokalitach.

= Mereni rychlosti spotreby elektronovych akceptorii a dalsich stimulantii — stimulacni
materialy jsou do mista sana¢niho ptsobeni dodavany v tzv. pulsech a nasledné je sledovan
rychlost jejich Ubytku. Relativné rychly tbytek téchto latek v kontaminovaném misté ve
srovnani s misty bez znec¢icténi indikuje uspésny prabéh bioremediace.

= Monitorovani stopovaci latky — které nebyvaji obvykle biologicky reaktivni mohou byt
pfidany na uréené misto a lze tak urcit jaké mnozstvi kontaminantu (pfip. stimula¢niho



materialu) mizi nebiologickou cestou vs. degradaci pomoci mikroorganisma. Jinymi slovy
tyto stopovaci latky jsou pouZivany k rozliseni abiotickych chemickych zmén — jako napf.
volatilizace, sorpce a zted’ovani—od chemickych zmén zapiic¢inénych mikroorganismy.

»  Znaceni kontaminantii - pomoci chemickych prvka, které se posléze objevuji v metabolickych
produktech biodegradace. Nejéastéji se ke znaceni pouZziva zndmé mnoZstvi stabilnich isotopu,
napi. *C nebo deuterium. JestliZe oéekavany metabolicky produkt stejné relativ. mnozstvi *C
nebo deuteria jako znaceny kontaminant, lze prohlésit, Ze bioremediace probiha. Tento postup
vSak neni bézny, nebot’ zahrnuje vnos specialné zna¢eného kontaminantu, ktery je finan¢né
nakladny a pfechodné zvys$i miru kontaminace na lokalité.

Zaveér

Na tomto mist¢ je tfeba podotknout, Ze environmentalni technologie na bazi biologického
Cinitele jsou ,,zivy organismus®, ktery je tfeba podstupovat prakticky stale uréitym kontrolnim
mechanismiim a vyhodnocovat pribézné data zterénnich aplikaci. Jedin¢ takto lze dlouhodobé
udrzovat efektivitu bioprocesu na vysoke Urovni. V soucasnosti se v ramci spolecnosti EPS, s.r.o.
ptipravuji podklady pro schvalovaci proces nové bioremediacni technologie ze strany statni spravy.
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